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Mukoviszidose (CF) ist eine hereditäre Multiorganerkrankung, die durch einen Funkti-
onsverlust eines Chlorid-Kanals (cystic fibrosis transmambrane conductance regulator, 
CFTR) an der apikalen Membran sekretorischer Zellen entsteht. Hauptmanifestationen 
sind eine chronisch-entzündliche Lungenerkrankung und eine exokrine Pankreasinsuffi-
zienz. CFTR-Modulatoren sollen die Funktion des CFTR-Proteins steigern. Die Bewer-
tung neuer Modulatoren präklinisch und klinisch gestaltet sich bisweilen jedoch auf-
grund unzureichender Modelle sowie Outcome-Parameter schwierig.  
Die Intestinale Kurzschlussstrommessung (ICM) als CFTR-Biomarker wurde bisher zur 
Untersuchung des Basisdefektes und bei schwieriger Diagnosestellung herangezogen. 
Zunächst sollten die Eigenschaften des Biomarkers hinsichtlich intraindividueller Varia-
bilität und Reproduzierbarkeit überprüft werden, um den Einsatz der ICM in klinischen 
Studien zu etablieren. Außerdem sollte der ex vivo-Effekt verschiedener CFTR-Modula-
toren bestimmt werden, um die Möglichkeiten der präklinischen Modulatoruntersuchung 
mittels ICM zu überprüfen. 
Zwischen Oktober 2011 und März 2013 wurden insgesamt 508 Rektumschleimhautbi-
opsien von 50 Probanden untersucht (14 gesunde Nichtraucher, 27 PI-CF, 9 PS-CF). 
Davon erhielten 8 Probanden (3 non-CF, 2 PI-CF, 3 PS-CF) wiederholte ICM-Messun-
gen nach 0, 7 und 14 Tagen. Nach Etablierung der Reliabilität wurden alle Biopsien je 
nach Genotyp mit Ivacaftor (30 µM), Lumacaftor (10/30 µM), Ataluren (10 µM), Genta-
micin (400 mg/ml), Hylout4 (100 µM), EPIX4 (10 µM), EPIX5 (10 µM), EPIX6 (10 µM) 
oder Kombinationen sowie DMSO 0,1 % über 16h inkubiert (37°C, 96 % O2, 5 % CO2). 
Im Anschluss wurde erneut die CFTR-Funktion mittels ICM bestimmt.  
Die intraindividuelle Variabilität der ICM fiel gering aus, 87 % der Messungen erfüllten 
das Kriterium für Reproduzierbarkeit. Lumacaftor zeigte einen Trend zur Verbesserung 
der CFTR-Funktion bei F508del homozygoten Patienten um 10,9 %, die Kombination 
aus Ivacaftor und Lumacaftor führte in dieser Patientengruppe zu keiner Steigerung der 
CFTR-Funktion. Ataluren sowie EPIX4, EPIX5 und EPIX6 bewirkten keine Verbesse-
rung der CFTR-Funktion. In der Patientengruppe mit einer Klasse IV- oder V-Mutation 
zeigte sich die Mutation R347P responsiv für Ivacaftor, die Mutationen 3849+10kbC->T, 




bei CF-Patienten mit einer Klasse IV- oder V-Mutation zu einer nicht signifikanten Ver-
besserung der CFTR-Funktion um 26 %. 
Diese Daten deuten den möglichen Nutzen der ICM an einerseits zum Einsatz in klini-
schen Studien insbesondere in frühen Phasen oder bei kleiner Studienpopulation, um 
die Wirksamkeit von CFTR-Modulatoren zu demonstrieren, sowie andererseits zur prä-
klinischen Evaluation der mutationsspezifischen oder individuellen Wirksamkeit dieser 
vielversprechenden Medikamentengruppe. Es sind weitere Daten zur Korrelation von 
Verbesserung der CFTR-Funktion in der ICM und klinischem Outcome erforderlich, um 






Cystic fibrosis (CF) is a hereditary multi-organ disease caused by a loss of function in a 
chloride channel (CFTR) at the apical membrane of secretoric cells. Main manifesta-
tions are chronic inflammatory lung disease and exocrine pancreatic insufficiency. 
CFTR modulators are developed to increase CFTR function. Still a lack of optimal mod-
els and outcome parameters complicates the preclinical and clinical evaluation of new 
modulators.  
Intestinal current measurement (ICM) as CFTR biomarker has served to investigate the 
basic defect and as a diagnostic tool. We investigated the characteristics of ICM con-
cerning intraindividual variability and reproducibility as a basis for the use of ICM in clini-
cal studies. Then the ex vivo effect of various CFTR modulators was determined to esti-
mate the possibilities of CFTR modulator testing at a preclinical stage. 
Between October 2011 and March 2013 a total of 508 rectum suction biopsies from 50 
probands were investigated (14 healthy non-smokers, 27 PI-CF, 9 PS-CF). 8 specimens 
(3 non-CF, 2 PI-CF, 3 PS-CF) underwent 3 repetitive ICM measurements every 7 days. 
After establishment of the reliability of the method, all biopsies were incubated accord-
ing to their genotype for 16h (37°C, 96 % O2, 5 % CO2) with Ivacaftor (30 µM), Lu-
macaftor (10/30 µM), Ataluren (10 µM), Gentamicin (400 mg/ml), Hylout4 (100 µM), 
EPIX4 (10 µM), EPIX5 (10 µM), EPIX6 (10 µM) or combinations as well as DMSO 0,1%. 
Afterwards CFTR function was determined again by ICM.  
Intraindividual variability of ICM was low, 87 % of measurements fulfilled the criteria for 
reproducibility. Lumacaftor increased CFTR function in F508del homozygous patients 
by 10.9 %, combination of Ivacaftor and Lumacaftor did not show an improvement of 
CFTR function. Ataluren, EPIX4, EPIX5 and EPIX6 did not increase CFTR function. In 
the group  with a class IV or V mutation, the variant R347P appeared responsive to Iva-
caftor, whereas the mutations 3849+10kbC->T, A455E, 2789+5G->A or L206W did not. 
Hylout4 increased CFTR function statistically not significant by 26 % in CF patients with 
a class IV or V mutation.  
These data suggest the benefit of ICM for the use in clinical trials especially in early 
phases or with small study populations to determine the efficacy of CFTR modulators 




group of drugs. More data are needed about correlation of improvement of CFTR func-












1.1 Definition und Epidemiologie der CF 
 
Mukoviszidose (auch: zystische Fibrose, engl.: cystic fibrosis, CF) ist eine autosomal-
rezessive lebensverkürzende Multiorganerkrankung. CF entsteht durch eine mutations-
bedingte Störung des CFTR (cystic fibrosis transmambrane conductance regulator)- 
Proteins, einem Anionenkanal exokriner Drüsen (Hebestreit und Hebestreit 2019). 
Durch den Kanaldefekt kommt es zu einer verminderten Sekretion von Chlorid-Ionen, 
die wiederum eine Hyperviskosität der Sekrete zur Folge hat und zur Inflammation führt. 
Betroffene Organsysteme sind insbesondere die Atemwege, der Verdauungstrakt und 
die Reproduktionsorgane. (Elborn 2016) CF ist die häufigste genetische Erkrankung in 
der kaukasischen Bevölkerung (O’Sullivan et al. 2009). In Europa sind derzeit etwa 
45.000 Patienten in einem Register erfasst (Orenti et al. 2018). Daraus ergibt sich eine 
Prävalenz in Europa von durchschnittlich 8,4/100.000 Einwohner (EW) mit einer erhebli-
chen geografischen Streuung von 1,0/100.000 EW in Lettland bis 29,8/100.000 EW in 
Irland (Farrell 2008). In Deutschland wird die Inzidenz derzeit auf 1:3300 bis 1:4800 
Neugeborenen geschätzt (Naehrig et al. 2017). In den USA sind derzeit etwa 30.000 
Patienten registriert, wobei 93,6 % der Patienten der weißen Bevölkerung zuzuordnen 
sind (Cystic Fibrosis Patient Registry 2018).  
 
1.2 Genetik und Pathophysiologie der CF 
 
Die Erstbeschreibung der CF und Namensgebung geht auf Dorothy Andersen im Jahr 
1938 zurück. Sie beschrieb bei 49 Patienten eine zystische Fibrose des Pankreas, die 
außerdem mit pulmonalen Infektionen und Elektrolytverlust während einer Hitzewelle in 
New York assoziiert war (Andersen 1938). Charles Lowe erkannte 1949, dass es sich 
bei der CF um eine Erbkrankheit mit autosomal-rezessiver Vererbung handelt (Lowe et 
al. 1949). 
Im Jahr 1989 wurde schließlich das CFTR-Gen auf Chromosom 7 identifiziert und se-
quenziert, zudem wurde die erste CFTR-Mutation beschrieben (Riordan et al. 1989, 
Rommens et al. 1989, Kerem et al. 1989). Die Anzahl der bekannten CFTR-Mutationen 
stieg im Folgenden stetig an. Bis heute wurden mehr als 2000 Mutationen des CFTR-




verursachend eingestuft, bei weiteren wird ein variabler Phänotyp beschrieben (US CF 
Foundation et al. 2011). Ein Teil der Mutationen stellt vermutlich Polymorphismen ohne 
klinische Konsequenz dar. 
Entsprechend der verschiedenen Mutationen können unterschiedliche Schritte der Pro-
teinbiosynthese beeinträchtigt sein. Aus dieser Beobachtung heraus werden CFTR-Mu-
tationen in 6 Mutationsklassen eingeteilt (Sheppard et al. 1993, Welsh und Smith 1993, 
Riordan 2008, Boyle und De Boeck 2013, Veit et al. 2016, Elborn 2016): 
- Klasse I: Die Mutation (Nonsens, Frameshift oder Splicing-Defekt) führt zu einer 
fehlerhaften mRNA-Synthese, in der Folge wird kein CFTR-Protein produziert. 
- Klasse II: Durch diese Mutationen entsteht eine fehlerhafte Proteinfaltung, wel-
che wiederum zur Retention im endoplasmatischen Retikulum und zum konseku-
tiven frühzeitigen proteasomalen Abbau führt.  
- Klasse III: Bei sog. Gating-Mutationen wird zwar ein CFTR-Kanal an der Zell-
membran exprimiert, dieser weist jedoch eine Regulationsstörung mit deutlich 
verminderter Öffnungswahrscheinlichkeit auf. 
- Klasse IV: Diese Mutationen führen zu einer deutlich reduzierten Ionenleitfähig-
keit des an der apikalen Zellmembran exprimierten CFTR-Kanals.  
- Klasse V: Diese Mutationen beeinträchtigen die Quantität von funktionellen 
CFTR-Kanälen. 
- Klasse VI: Bei diesen Mutationen besteht eine deutlich eingeschränkte Memb-
ranstabilität des funktionellen CFTR-Proteins, sodass es zu einem vorzeitigen 
Abbau kommt.  
Dabei ist anzumerken, dass einzelne Mutationen Eigenschaften mehrerer Mutations-
klassen aufweisen können. So zählt die häufigste CF-Mutation F508del, die eine Allel-
häufigkeit von etwa 90 % weltweit aufweist, zu den Klasse II-Mutationen mit gestörter 
Proteinfaltung (US CF Foundation et al. 2011). 3 % der F508del-CFTR-Proteine errei-
chen jedoch die Zellmembran und zeigen dann Eigenschaften einer Klasse III-Mutation 
(Sosnay et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wird gemäß bestehender Empfehlun-
gen stets der traditionelle Name (legacy name) der Mutationen verwendet (Stuhrmann-
Spangenberg et al. 1997, Dequeker et al. 2009). Viele Mutationen können aktuell keiner 
Mutationsklasse zugeordnet werden, da ihre funktionelle Bedeutung in der Proteinbio-
synthese nicht ausreichend untersucht wurde (Dequeker et al. 2009). 
Die CF folgt einem autosomal-rezessiven Erbgang. Träger einer Mutation sind gesund 




2 Allelen, entsteht die Erkrankung. Patienten können homozygot für eine Mutation sein 
(z.B. F508del/F508del), können aber auch compound heterozygot für 2 verschiedene 
Mutationen auf jeweils einem Allel sein (z.B. F508del/G551D) (Gallati et al. 2014). 
Diese Klassifikation zeigt auch eine Korrelation mit der Symptomatik und der Schwere 
der Erkrankung: Mutationen der Klassen I-III sind in der Regel mit einem völligen Funk-
tionsverlust der CFTR-Proteins und einer schweren CF-Erkrankung assoziiert, während 
Mutationen der Klassen IV – VI mit einer CFTR-Restfunktion und einem milderen Er-
krankungsverlauf einhergehen (Wilschanski et al. 1995). So liegt bei Patienten mit einer 
Mutation der Klasse IV – VI häufig keine exokrine Pankreasinsuffizienz vor. Entspre-
chend fallen diese Patienten nicht durch Gedeihstörungen auf und werden auch nicht 
mittels Neugeborenenscreening identifiziert, sondern werden zumeist erst später auf-
grund der pulmonalen Symptomatik diagnostiziert (Hirtz et al. 2004, Naehrlich et al. 
2013). 
 
Das CFTR-Protein bildet einen Anionenkanal, der an der apikalen Membran zahlreicher 
sekretorischer Zellen zu finden ist. Er besteht aus 1480 Aminosäuren und wird den 
ATP-binding-cassette (ABC) -Transportern zugeordnet (Riordan et al. 1989). Der Kanal 
besteht aus 5 Domänen: 2 Transmembrandömanen (TMD1 und TMD2) mit jeweils 6 
hydrophoben Segmenten (M1-6 und M7-12) formen die Kanalpore, eine regulatorische 
Domäne (R) initiiert die Öffnung und 2 nucleotidbindende Domänen (NBD1 und NBD2) 
induzieren schließlich die Kanalöffnung (Rommens et al. 1989, Riordan et al. 1989). Die 
Öffnung ist cAMP- (zyklisches Adenosinmonophosphat) abhängig (Smith und Welsh 
1992): Die regulatorische Domäne wird durch eine Proteinkinase nach cAMP-Aktivie-
rung phosphoryliert, daraufhin bindet ATP an die beiden NBD. NBD1 und NBD2 dimeri-
sieren in der Folge, sodass sich die Kanalpore öffnet. Durch Hydrolyse des ATP wird 
der Kanal wieder geschlossen (Derichs 2013).  
 
Das CFTR-Protein ist neben seiner Funktion als Ionenkanal auch in die Regulation an-
derer Kanäle involviert, wie etwa dem ENaC (epithelialer Natrium-Kanal), der ROMK1 
und ROMK2 (Kaliumkanäle) oder den ORCCs (outwardly rectifying chloride channels), 
und interagiert mit anderen Proteinen. Die Expression des CFTR-Gens ist gewebespe-
zifisch, man findet das Protein zu hohen Anteilen in der Darmschleimhaut und im billiä-
ren System, aber auch in Pankreas, Lunge, Schweißdrüsen und Geschlechtsorganen. 




Eine verminderte Funktion des CFTR-Kanals führt zu einer Reduktion der apikalen 
Chlorid-Sekretion bzw. Resorption in der Schweißdrüse (Boucher et al. 1988). In eini-
gen Geweben wie den Atemwegen kommt es außerdem zu einer Überaktivität des api-
kalen ENaC mit einer konsekutiven Hyperresorption von Natrium-Ionen aus dem Lumen 
(Mall et al. 19981). Resultierend wird der interstitielle Wassereinstrom in das Lumen der 
Drüsen begrenzt, woraus hypervisköse Sekrete resultieren. Diese wiederum verlegen 
das Lumen und die Ausführungsgänge exokriner Drüsen. In den Atemwegen führt die 
verminderte Hydratation der sog. Airway Surface Liquid (ASL) zu einer eingeschränkten 
mukozilliären Clearance (Boucher 2004). 
Über den CFTR-Kanal wird auch Bicarbonat sezerniert. Eine verminderte CFTR-Funk-
tion führt entsprechend zu einem Absinken des pH der Sekrete (Coakley et al. 2003). 
Tiermodelle zeigen, dass die Azidifizierung in den Atemwegen zu einer Hemmung der 
körpereigenen antimikrobiellen Peptide führt (Pezzulo et al. 2012). Die Funktionalität 
des Mukus der Atemwege hängt zudem stark von seiner Bicarbonat-Konzentration ab, 
ein Bicarbonat-Mangel trägt vermutlich ebenfalls zur Hyperviskosität bei (Quinton 2008, 
Hoegger et al. 2014).  
Aufgrund des zähen Mukus und der damit eingeschränkten mukoziliären Clearance so-
wie der Hemmung antimikrobieller Peptide ist die Fähigkeit, die Atemwege von Mikroor-
ganismen zu befreien, bei CF-Patienten deutlich herabgesetzt. Im Zuge einer bakteriel-
len Besiedlung entsteht eine chronische Inflammation. (Elborn 2016, Cohen und Prince 
2012) 
In anderen Geweben ist der Pathomechanismus ähnlich: durch die fehlende Chloridse-
kretion werden ebenfalls hypervisköse Sekrete gebildet, die die Ausführungsgänge der 
Drüsen verlegen und somit zu einem chronischen fibrotischen Umbau führen. Im Pan-
kreas etwa führt die Mukus-Obstruktion bereits in utero zur chronischen obstruktiven 
Pankreatitis und Pankreasinsuffizienz bei Geburt. (Hebestreit und Hebestreit 2019) 
 
1.3 Klinisches Bild 
 
Da der CFTR-Kanal eine wichtige Rolle in allen sekretorischen Drüsen spielt, treten 
Symptome in vielen Organsystemen auf. In Tabelle 1-1 sind die häufigsten Symptome 
nach Organsystem zusammengefasst, therapiebedingte Komplikationen wie eine Nie-
reninsuffizienz durch Aminoglykoside sind nicht aufgeführt (Schwarz und Staab 2015, 





Tabelle 1-1: Symptome der CF 
 
Es besteht eine große Heterogenität bezüglich des klinischen Verlaufs und der Organ-
beteiligung bei CF. Bei nahezu allen Patienten treten im Verlauf pulmonale Symptome 
auf, 61 % der Patienten leiden unter einer chronischen Rhinosinusitis (Bock et al. 2017). 
Eine exokrine Pankreasinsuffizienz zeigt sich bei 84 % aller CF-Patienten (Burkhardt 
und Wiese 2017). 15 % der Patienten erleiden eine Cholezystolithiasis, 10 % der Pati-
enten entwickeln eine Leberzirrhose (Debray et al. 2011). Unter den Neugeborenen mit 
CF zeigen 20 % einen Mekoniumileus (Dupuis et al. 2016). Grund für die Heterogenität 
der Erkrankung ist einerseits die Vielzahl möglicher zugrundeliegender Mutationen mit 
variierender funktioneller Beeinträchtigung der CFTR-Funktion, andererseits auch 
Organ (-system) Symptome 
obere Atemwege Nasenpolypen, chronische Sinusitis, Anosmie 
untere Atemwege rezidivierende bronchopulmonale Infekte, bronchiale Ob-
struktion, Atelektasen, Infektionen durch gramnegative Bak-
terien wie Pseudomonas aeruginosa, durch Staph. aureus 
und Haemophilus influenzae oder durch Pilze, Bronchiekta-
sen, allergische bronchopulmonale Aspergillose, pulmonale 
Überblähung, Hämoptysen, Pneumothorax, respiratorisches 
Versagen, Dyspnoe 
Herz Cor pulmonale, Hypertonie 
Pankreas exokrine Pankreasinsuffizienz, rezidivierende oder chroni-
sche Pankreatitis, Diabetes mellitus Typ 3 
Darm Mekonium-Ileus, Gedeihstörung, Rektumprolaps, distales in-
testinales Obstruktionssyndrom 
Leber billiäre Zirrhose, Fibrose, primär sklerosierende Cholangitis, 
Cholelithiasis 
Geschlechtsorgane ♂: Azoospermie mit Infertilität 
♀: reduzierte Fertilität 





krankheitsmodifizierende Gene (Cutting 2015) und der sozioökonomische Status (Sch-




Die Diagnostik hinsichtlich einer möglichen CF wird bei Vorliegen mindestens eines 
Symptoms veranlasst. Weitere Indikationen sind ein positives Neugeborenenscreening, 
welches in Deutschland und vielen anderen europäischen Ländern flächendeckend 
durchgeführt wird, oder die Diagnose einer CF bei Geschwistern. Zur Diagnosesiche-
rung ist laut Leitlinie der Nachweis einer CFTR-Funktionsstörung gefordert. (Naehrlich 




Den Goldstandard zum Nachweis einer CFTR-Funktionsstörung stellt der Schweißtest 
dar (Mall 2014), welcher bereits 1959 durch Gibson und Cooke entwickelt wurde (Gib-
son und Cooke 1959). Über Pilocarpin-Iontophorese wird die Schweißproduktion lokal 
am Unterarm angeregt, im Anschluss wird der Schweiß über 30 Minuten gesammelt 
(Mall 2014). Aufgrund fehlender CFTR-vermittelter Rückresorption von Chlorid-Ionen 
weist der Schweiß von CF-Patienten eine deutlich erhöhte Chlorid-Konzentration auf. 
Chloridkonzentrationen > 60 mmol/l bei zwei unabhängigen Tests bestätigen die Diag-
nose, Werte < 30 mmol/l schließen die Diagnose CF weitestgehend aus (Mall 2014, 
Gallati et al. 2014, Farrell et al. 2017). Falsch positive Werte können bei Dehydration, 
Ekzem, Unterernährung, Pseudohyperaldosteronismus, nephrotischem Syndrom und 
einigen anderen Erkrankungen auftreten (Hebestreit und Hebestreit 2019). Falsch ne-
gative Ergebnisse können hingegen durch eine unzureichende Schweißmenge, Über-
wässerung oder die Gabe von Glukokortikoiden entstehen (Mall 2014).  
 
1.4.2 Genetische Untersuchung 
 
Bei grenzwertigen Ergebnissen des Schweißtests (30 – 60 mmol/l) wird im nächsten 
Schritt eine genetische Untersuchung vorgenommen. Zunächst erfolgt meist eine Unter-
suchung auf die häufigste Mutation F508del, dann bei Nachweis von nur einer oder kei-
ner Mutation ein Screening auf die häufigsten Mutationen mittels Standard-Kits (Stuhr-




sichert die Diagnose (Naehrlich et al. 2013). Wird initial nur eine oder keine CF-Mutation 
nachgewiesen, soll eine komplette Analyse des CFTR-Gens folgen, die eine Sequen-
zierung aller Exons mit flankierenden Introns, die Suche nach größeren Deletionen und 
Insertionen sowie die Suche nach bekannten und häufigen Intronmutationen beinhaltet. 
Auf diese Weise kann der Genotyp bei etwa 99 % der CF-Patienten bestimmt und die 
Diagnose entsprechend gesichert werden (Naehrlich et al. 2013). Ein fehlender Nach-
weis von 2 CFTR-Mutationen schließt insbesondere bei grenzwertigem Schweißtester-
gebnis eine CF jedoch nicht aus (Stuhrmann-Spangenberg et al. 2009, Dequeker et al. 
2009). Außerdem ist die klinische Konsequenz nicht für alle beschriebenen CFTR-Muta-
tionen gesichert (US CF Foundation et al. 2011, Dequeker et al. 2009). In solchen Fäl-
len wird eine weitere Funktionsanalyse des CFTR-Kanals mittels Nasaler Potentialdiffe-
renzmessung oder Intestinaler Kurzschlussstrommessung empfohlen (Naehrlich et al. 
2013).  
 
1.4.3 Nasale Potentialdifferenz 
 
Die Nasale Potentialdifferenz (Nasal Potential Difference, NPD) wird zwischen einer 
dünnen Messsonde am Nasenepithel und einer subkutanen Referenzelektrode abgelei-
tet (Knowles et al. 1981). Die NPD ermöglicht eine sichere Unterscheidung zwischen 
CF ohne CFTR-Restfunktion und nicht-CF (Wilschanski et al. 2001, Sermet-Gaudelus 
et al. 20102). Aufgrund der erforderlichen Kooperation ist die Untersuchung erst bei Kin-
dern ab dem Schulalter möglich, Nasenpolypen und Rhinitis stellen eine Kontraindika-
tion für die Untersuchung dar (Gallati et al. 2014). Das Protokoll wurde europaweit stan-
dardisiert. Entsprechende Referenzwerte werden aktuell in einer multizentrischen Stu-
die erhoben.  
 
1.4.4 Intestinale Kurzschlussstrommessung 
 
Die Intestinale Kurzschlussstrommessung (Intestinal Current Measurement, ICM) wurde 
zur funktionellen Untersuchung des CF-Basisdefektes an nativem Gewebe entwickelt 
(Veeze et al. 1991). Dabei wird rektale Schleimhaut als Gewebe mit einer besonders 
hohen CFTR-Expression genutzt. Die CFTR-Funktion wird ex vivo durch Messung des 
Kurzschlussstroms unter einer Spannung von 0 mV als Äquivalent des Ionenflusses in 




Agenzien stimuliert oder inhibiert werden (Hug et al. 2011). Im Verlauf wurde die Me-
thode stetig weiterentwickelt (De Jonge et al. 2004, Mall et al. 2004). Die ICM zeigte 
sich sehr sensitiv, um eine residuelle CFTR-Funktion zu detektieren. Gleichzeitig zeigt 
die Methode eine bisher exzellente Unterscheidung zwischen pankreassuffizienten CF-
Patienten (PS-CF) mit CFTR-Restfunktion und non-CF (Derichs et al. 2010, Pinders-
Keßler, bisher nicht veröffentlicht). Die ex vivo-Bedingungen reduzieren die möglichen 
Störfaktoren auf ein Minimum. Ein weiterer Vorteil der Methode ist ihre Anwendbarkeit 
auch bei Kleinkindern und Säuglingen. Einzig Gerinnungsstörungen und Hämorrhoiden 
stellen eine Kontraindikation dar. Auch für die ICM liegt ein standardisiertes Protokoll 
vor, die partizipierenden Zentren verfügen jeweils über eigene Referenzwerte (ECFS 
Diagnostik Network Working Group und ECFS Clinical Trials Network 2011, De Boeck 
et al. 2011). 
 
Wird mittels NPD oder ICM eine CFTR-Dysfunktion nachgewiesen, gilt die Diagnose bei 
klinischem Hinweis auf eine CF als gesichert (Naehrlich et al. 2013). 
 
1.5 Therapie der CF 
 
1.5.1 Symptomatische Therapie 
 
Die Lebenserwartung der Patienten mit CF konnte durch ein zunehmendes Verständnis 
der Pathophysiologie und damit stetiger Erweiterung der Therapiekonzepte von weni-
gen Monaten in den 1950er Jahren auf aktuell etwa 40 Jahre ausgedehnt werden 
(Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 2018). 
Wesentliche Therapiekonzepte bestehen in einer möglichst optimalen Reinigung der 
Atemwege, einer frühen und aggressiven Behandlung von Infektionen sowie der Vor-
beugung und Korrektur von Ernährungsdefiziten (Elborn 2016, Bell et al. 2020). 
Die Haupttodesursache von CF-Patienten ist heutzutage das respiratorische Versagen 
(Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 2018), weshalb das Hauptziel der Therapie 
darin besteht, die Progredienz der Lungenerkrankung abzumildern bzw. aufzuhalten 
(Smyth et al. 2014, Castellani et al. 2018). 
Eine besondere Bedeutung kommt daher der Prävention und Therapie pulmonaler 
Exazerbationen zu, da diese häufig mit einem Abfall der Lungenfunktion einhergehen 




Zur Mukolyse hat sich die Inhalation mit Dornase alfa als wirkungsvoll erwiesen (Fuchs 
et al. 1994, Jones und Wallis 2010), in Studien konnte eine Verlangsamung des Abfalls 
der Einsekundenkapazität (FEV1) gezeigt werden (Konstan et al. 2011). Supportiv kom-
men zur Rehydratation der Atemwege hypertone NaCl-Lösung (Wark und McDonald 
2009, Smyth et al. 2014) und Mannitol (Aitken et al. 2012) zum Einsatz. Insbesondere 
der frühe Einsatz von hypertoner NaCl-Lösung erwies sich als positiv für Lungenfunk-
tion und Gewichtszunahme (Stahl et al. 2019). Ein weiteres wichtiges Element der The-
rapie der CF-Lungenerkrankung ist eine regelmäßige Physiotherapie zur Optimierung 
der Inhalationstechnik und Sekretmobilisation, wobei ältere Patienten u.a. die modifi-
zierte Autogene Drainage nutzen (Conway et al. 2014). Im Alltag wird in allen Alters-
klassen auch moderate sportliche Betätigung empfohlen (Smyth et al. 2014). Bereits die 
Kolonisation der Atemwege mit Pseudomonas aeruginosa sollte behandelt werden, zur 
Eradikation wird eine inhalative oder orale antibiotische Therapie empfohlen (Müller et 
al. 2015). Sollte eine Eradikation nicht erfolgreich sein, wird eine dauerhafte Inhalations-
therapie mit Tobramycin empfohlen. Eine pulmonale Exazerbation sollte möglichst früh-
zeitig intravenös antibiotisch über mindestens 14 Tage behandelt werden, was zur häu-
figen Hospitalisierung von CF-Patienten führt (Smyth et al. 2014). Bei fortgeschrittener 
Lungenerkrankung wird eine dauerhafte Sauerstoffinsufflation oder nicht-invasive Beat-
mung erforderlich (Schwarz und Staab 2015). Ultima ratio der Therapie der CF-Lun-
generkrankung stellt die Lungentransplantation dar (Gallati et al. 2014). Das 5-Jahres-
Überleben für CF-Patienten nach Lungentransplantation liegt derzeit bei etwa 67 % 
(Stephenson et al. 2015). 
Eine hohe Bedeutung kommt auch dem Erreichen eines guten Ernährungszustandes 
zu. Dieser weist eine starke Korrelation mit Lungenfunktion und Überleben auf. Das 
Therapieziel besteht bei Kindern in der altersgerechten Größen- und Gewichtsentwick-
lung, Erwachsene sollten einen body mass index (BMI) im Normbereich aufweisen. 
(Smyth et al. 2014) 
Bei exokriner Pankreasinsuffizienz erfolgt eine Pankreas-Enzym-Ersatztherapie, essen-
tiell ist eine bedarfsangepasste Ernährung mit höherem Fettanteil (Naehrig et al. 2017). 
Fettlösliche Vitamine werden substituiert, ggf. erfolgt auch eine NaCl-Substitution. Ein 





Ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung erfordert die umfangreiche CF-Basistherapie 
eine hohe Compliance der Patienten und Angehörigen und nimmt täglich bis zu vier 
Stunden in Anspruch (Elborn 2016). 
Bei weiteren CF-assoziierten Komplikationen wird die Dauertherapie entsprechend 
erweitert, etwa bei Lebererkrankung, reduzierter Knochendichte, chronischer Sinusitis 
oder Arthropathie (Schwarz und Staab 2015).  
 
1.5.2 Kausale Therapie 
 
Im Zuge der stetigen Optimierung der symptomatischen Therapie der CF gelang es, die 
durchschnittliche Lebenserwartung auf über 40 Jahre anzuheben. Durch Behebung des 
Basisdefektes mit Verbesserung der CFTR-Funktion soll eine weitere Verbesserung der 
Lebenserwartung ermöglicht werden, insbesondere könnte dadurch bei frühzeitiger Di-
agnose und sofortigem Therapiebeginn eine CF-Lungenerkrankung verhindert werden 
(Elborn 2016, Bell et al. 2020). Sog. CFTR-Modulatoren sollen dabei einen funktionie-
renden CFTR-Kanal wiederherstellen.  
Die Entwicklung von CFTR-Modulatoren, welche in den vergangenen Jahren rasant  
voranschritt, wurde durch das zunehmend detailliertere Wissen über Aufbau und Funk-
tion des CFTR-Kanals ermöglicht (Bell et al. 2020). Potentiatoren sollen die Funktions-
fähigkeit bereits an der apikalen Zellmembran exprimierten CFTRs verbessern, wäh-
rend Korrektoren den Einbau von CFTR-Protein in die Zellmembran ermöglichen sollen 
(Verkman und Galietta 2009, Derichs 2013).  
Die ersten CFTR-Modulatoren wurden durch ein funktionelles Hochdurchsatz-Screening 
(HTS) einer großen Anzahl chemischer Verbindungen an Zellkulturen mit unterschiedli-
chen CFTR-Mutationen identifiziert (Galietta et al. 2001, Pedemonte et al. 2005, van 
Goor et al. 2006, van Goor et al. 2009). 
Mit Ivacaftor (KalydecoÒ, vormals VX-770) wurde der erste CFTR-Modulator durch die 
U.S. Food and Drug Administration (FDA) und die European Medicines Agency (EMA) 
zugelassen. Durch Ivacaftor wird bei der Gating-Mutation G551D die Öffnungswahr-
scheinlichkeit des CFTR deutlich erhöht und damit die CFTR-Funktion gesteigert. 
Ivacaftor zeigte bei Patienten mit mindestens einer Kopie der Klasse III-Mutation G551D 
eine deutliche Steigerung der Lungenfunktion um etwa 10 % (gemessen an der FEV1) 
und der Lebensqualität sowie eine Reduktion der Anzahl pulmonaler Exazerbationen 




2011, Davies et al. 20132). Langzeitdaten zeigen einen langsameren Abfall der Lungen-
funktion, weniger gehäufte Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa und eine verbes-
serte Überlebensrate (McKone et al. 2014, Sawicki et al. 2015). Die Entwicklung von 
Ivacaftor war ein Meilenstein in der Therapie des Basisdefekts der CF und zeigte gleich-
zeitig die Wirksamkeit des Prinzips. Allerdings findet sich die Mutation G551D nur bei 
etwa 1-4 % aller CF-Patienten. Daher wurde die Wirksamkeit von Ivacaftor auch für die 
Klasse III-Mutationen G178R, S549N, S549R, G551S, G1244E, S1251N, S1255P, 
G1349D und R117H untersucht mit ähnlichen Ergebnissen (De Boeck et al. 2014). Zu-
letzt wurden weitere Mutationen, die mit einer CFTR-Restfunktion assoziiert sind, auf 
der Basis von in vitro-Daten an FRT (Fisher rat thyroid) -Zellen zur CF-Therapie zuge-
lassen (Yu et al. 2012, van Goor et al. 2014, Durmowicz et al. 2018). Damit könnten ak-
tuell bis zu 15 % der Patienten von einer Ivacaftor-Monotherapie profitieren (Gentzsch 
und Mall 2018).  
Die meisten CF-Patienten sind jedoch homozygot für die Mutation F508del. Bei diesen 
zeigte sich Ivacaftor wirkungslos (Flume et al. 2012). Daher unternahmen die Entwickler 
von Ivacaftor Bestrebungen, einen CFTR-Korrektor für diese Mutation zu entwickeln 
(van Goor et al. 2011). Die Korrektur des komplexen Defektes des F508del-CFTR 
stellte sich jedoch als sehr schwierig heraus (Mall und Hartl 2014). Als erster F508del-
Korrektor wurde Lumacaftor (vormals VX-809) in klinischen Studien untersucht. Als Mo-
notherapie konnte dabei in einer Phase IIa-Studie zwar eine Reduktion der Chloridkon-
zentration im Schweiß gezeigt werden, eine Verbesserung der Lungenfunktion oder der 
CFTR-Funktion in der NPD blieben aber aus (Clancy et al. 2012). In Kombination mit 
Ivacaftor zeigte Lumacaftor in klinischen Studien eine Verbesserung der Lungenfunktion 
gemessen an der FEV1 und eine Minderung der Anzahl pulmonaler Exazerbationen pro 
Jahr, der Effekt fiel allerdings deutlich geringer aus als der von Ivacaftor allein bei Pati-
enten mit G551D (Wainwright et al. 2015). Dennoch erhielt das Kombinationspräparat 
OrkambiÒ (Lumacaftor/Ivacaftor) 2015 die Zulassung der FDA und der EMA zur Thera-
pie von CF bei Patienten mit dem Genotyp F508del/F508del. In der Langzeitbeobach-
tung zeigte Orkambi® eine signifikante Verzögerung des Lungenfunktionsverlustes 
(Konstan et al. 2017). Bei Patienten mit nur einer Kopie von F508del zeigte OrkambiÒ 
keine Wirksamkeit (Rowe et al. 20172). Als zweiter F508del-CFTR-Korrektor wurde Te-
zacaftor (vormals VX-661) in klinischen Studien untersucht. In Kombination mit Ivacaftor 




Lungenfunktion und die Anzahl pulmonaler Exazerbationen pro Jahr bei insgesamt we-
niger unerwünschten Nebenwirkungen wie Bronchokonstriktion und Dyspnoe (Taylor-
Cousar et al. 2017). Ähnliche Effekte konnten auch bei Patienten mit einer Kopie der 
Mutation F508del und einer Kopie einer Mutation, die mit einer CFTR-Restfunktion ein-
hergeht, gezeigt werden (Rowe et al. 20171). Daher wurde das Kombinationspräparat 
SymdekoÒ (Tezacaftor/Ivacaftor, in Europa ist Tezacaftor als SymkeviÒ auf dem Markt) 
2018 zur Therapie von CF für die entsprechenden Patientengruppen durch die FDA zu-
gelassen. Einschränkend muss der Nutzen von Ivacaftor/Tezacaftor auf die nicht-
F508del-Mutation anhand von in-vitro-Daten oder klinisch belegt sein. Langzeitdaten 
zum Nutzen der Therapie mit Tezacaftor liegen noch nicht vor. Möglicherweise auf-
grund der geringeren Verbesserung in den Endpunkten ist die Verschreibungsrate von 
Lumacaftor und Tezacaftor deutlich geringer als von Ivacaftor (Sawicki et al. 2018). 
Auch andere Unternehmen der Arzneimittelindustrie arbeiteten an der Entwicklung von 
CFTR-Korrektoren für F508del-CFTR. EPIX Pharmaceuticals erarbeitete dazu zunächst 
ein digitales 3D-Modell des Proteins, um dann aus einer internen Datenbank geeignete 
Verbindungen zu filtern. Dies führte zur Detektion von verschiedenen CFTR-Korrekto-
ren. (Kalid et al. 2010) Trotz finanzieller Unterstützung durch die Cystic Fibrosis Foun-
dation (CFF) musste das Unternehmen jedoch Konkurs anmelden, bevor die CFTR-
Korrektoren in klinischen Studien untersucht werden konnten. 
Bei etwa 10 % der CF-Patienten liegt eine Mutation der Klasse I vor. Zur Therapie des 
Basisdefektes bei diesen Patienten wurde der CFTR-Korrektor Ataluren (PTC124) ent-
wickelt (Welch et al. 2007). Obwohl Phase-II-Studien vielversprechende Ergebnisse mit 
einer elektrophysiologischen Verbesserung der CFTR-Funktion sowie einem Anstieg 
der Lungenfunktion lieferten (Sermet-Gaudelus et al. 20101), konnte der primäre End-
punkt einer Verbesserung der FEV1 nicht erreicht werden (Kerem et al. 2014). Eine 
nachträgliche Analyse zeigte zwar ein besseres Ansprechen bei Patienten, die keine in-
halativen Aminoglykoside erhielten, jedoch konnte auch in einer erneuten Phase-III-Stu-
die der primäre Endpunkt nicht erreicht werden (Konstan et al. 2020). Daher wurde die 
Arbeit an dem Klasse I –CFTR-Korrektor Ataluren beendet (PTC Therapeutics 2017).  
Weitere Bemühungen zielen darauf ab, die Wirksamkeit der bisher verfügbaren CFTR-
Modulatoren Ivacaftor, Lumacaftor und Tezacaftor durch die Entwicklung weiterer Kor-
rektoren sowie von Amplifiern zu steigern, um etwa auch für Patienten mit F508del und 
einer weiteren Klasse I oder II-Mutation eine Modulatortherapie zu ermöglichen (Gent-




445 entwickelt und in klinischen Studien untersucht (Davies et al. 2018; Keating et al. 
2018). Der Korrektor Elexacaftor (vormals VX-445) zeigte dabei in der Phase III-Studie 
in Kombination mit Tezacaftor und Lumacaftor bei Patienten mit einer Kopie von 
F508del und einer weiteren Mutation mit nur minimaler CFTR-Funktion eine Verbesse-
rung der FEV1 um 13,8% im Vergleich zur Placebogruppe (Middleton et al. 2019), bei 
F508del homozygoten Patienten zeigte die Dreifachkombination mit Elexacaftor (Kaf-
trioÒ, in Nordamerika TrikaftaÒ) im Vergleich zur Therapie mit Tezacaftor und Lu-
macaftor eine Verbesserung der FEV1 um 10,0% (Heijerman et al. 2019). Auch weitere 
Potentiatoren werden derzeit in klinischen Studien untersucht und mit Ivacaftor vergli-
chen (Davies et al. 2019). 
CFTR-Amplifier sollen die Translokationsleistung erhöhen, indem sie die defekte mRNA 
stabilisieren (Giuliano et al. 2018).  
Die Wirksamkeit des Prinzips der CFTR-Modulation zeigt Ivacaftor mittlerweile auch in 
Langzeitstudien. Weitere CFTR-Korrektoren werden derzeit in klinischen Studien unter-






Mit der Zulassung von Ivacaftor wurde bei vielen CF-Patienten und -Behandlern die 
Hoffnung auf eine zeitnah verfügbare Therapie des Basisdefektes geweckt. Auch wenn 
seit der Zulassung von Lumacaftor/Ivacaftor, Tezacaftor/Ivacaftor und zuletzt auch 
Elexacaftor/Tezacaftor/Ivacaftor bereits vielen CF-Patienten eine CFTR-Modulator-The-
rapie zur Verfügung steht, ist das Ziel noch längst nicht erreicht. Aufgrund der großen 
Anzahl möglicher CF-Genotypen steht dennoch nicht allen CF-Patienten eine Modula-
tortherapie zur Verfügung. 
Nur 8 % aller CFTR-Mutationen erreichen eine Häufigkeit von mindestens 0,01 % (Sos-
ney et al. 2013), nur eine absolute Anzahl von 20 der beschriebenen 2000 Mutationen 
erreichen eine Allelhäufigkeit von 0,1 % (Gentzsch und Mall 2018). Hinzu kommt, dass 
viele Mutationen nicht ausreichend charakterisiert sind, sodass der Effekt eines bekann-
ten Modulators auf die CFTR-Synthese unmöglich vorherzusagen ist. Aus der Vielzahl 
der CFTR-Mutationen ergeben sich wiederum unendlich viele mögliche Genotypen. 
Entsprechend kann abgeleitet werden, dass ausreichende Patientenkohorten für eine 
doppelblinde Placebo-kontrollierte Studie häufig nicht gegeben sind. Dies ist bereits da-
ran zu erkennen, dass Ivacaftor für einige Mutationen aufgrund von in-vitro-Daten zuge-
lassen wurde (Durmowicz et al. 2018). Zusätzlich besteht die Schwierigkeit, dass die in-
dividuelle Wirksamkeit von CFTR-Modulatoren möglicherweise nicht nur vom CFTR-
Genotyp, sondern auch von anderen modifizierenden Genen abhängt (Strug et al. 
2016). Die Therapie der CF am Basisdefekt ist also ein Beispiel für die Bedeutung per-
sonalisierter Medizin. Es sind individuelle Untersuchungen erforderlich, um herauszufin-
den, ob CFTR-Modulatoren auf bestimmte seltene Mutationen und beim einzelnen Pati-
enten wirken (Elborn 2016). 
Einen weiteren Fallstrick im Zulassungsprozess neuer CFTR-Modulatoren stellt die 
Auswahl geeigneter Endpunkte dar, um den Nutzen der Substanz zu demonstrieren. 
Dank optimierter symptomatischer Therapie konnte die Lebenserwartung von CF-Pati-
enten deutlich erhöht werden, sodass die Überlebenszeit keinen geeigneten Outcome-
Parameter darstellt (Bosch und De Boeck 2016). Stattdessen wurde in den bisherigen 
Studien zu CFTR-Modulatoren der Surrogatparameter FEV1 als Endpunkt genutzt 
(Remsey et al. 2012, Davies et al. 20132, Wainwright et al. 2015, Taylor-Cousar et al. 
2017, Rowe et al. 20171, 2, Kerem et al. 2014, Middleton et al. 2019, Heijerman et al. 




von CFTR-Modulatoren zu detektieren, insbesondere bei fortgeschrittener Lungener-
krankung (Elborn 2016). 
Zudem liegen bei fortgeschrittener Erkrankung weitere Pathogenitätsfaktoren vor, die 
durch CFTR-Modulatoren nicht ausreichend beeinflusst werden können. So zeigte sich, 
dass die Granulozyten-Elastase (neutrophil elastase, NE) einen entscheidenden Risiko-
faktor für die Entstehung von Bronchiektasen bereits bei Säuglingen und Kleinkindern 
mit CF darstellt (Sly et al. 2013). Die NE ist u.a. in der Lage, durch proteolytische Ab-
spaltung inhibierender Segmente den ENaC zu aktivieren, dessen Rolle im Pathome-
chanismus der CF-Lungenerkrankung bereits in Kapitel 1.2 beschrieben wurde (Cald-
well et al. 2005). Wildtyp-CFTR zeigt eine anti-proteolytische Wirkung und kann daher 
der zusätzlichen ENaC-Aktivität entgegenwirken, F508del-CFTR dagegen weist diese 
Fähigkeit nicht auf (Gentzsch et al. 2010). Entsprechend kann davon ausgegangen wer-
den, dass die ENaC-Überaktivität in der chronisch entzündeten CF-Lunge durch eine 
CFTR-Modulator-Therapie allenfalls geringfügig beeinflusst wird (Mall und Hartl 2014).  
Aktuelle Daten zeigen, dass bereits an CF erkrankte Säuglinge, die nun mittels Neuge-
borenenscreening früher diagnostiziert werden, strukturelle Lungenschäden ohne er-
kennbare Symptome aufweisen (Sly et al. 2009, Sly et al. 2013). Diese Erkenntnisse le-
gen nahe, dass eine CFTR-Modulator-Therapie bereits frühestmöglich beginnen sollte, 
um der Entwicklung der lebenslimitierenden CF-Lungenerkrankung entgegenzuwirken. 
Um mögliche kurzfristige Effekte der CFTR-Modulatoren zu erfassen, wurden auch 
CFTR-Biomarker als Endpunkte ermittelt (Accurso et al. 2010, Clancy et al. 2012, Ser-
met-Gaudelus et al. 20101, Ramsey et al. 2011, Davies et al. 20132, Wainwright et al. 
2015). Unter Ivacaftor zeigte sich in der Phase-III-Studie sowohl eine statistisch signifi-
kante Verbesserung der FEV1 als auch der Schweißtestergebnisse (Ramsey et al. 
2011). Unter Lumacaftor/Ivacaftor zeigte der Schweißtest bei den F508del homozygo-
ten Patienten dagegen keine statistisch signifikante Verbesserung (Wainwright et al. 
2015). Die Frage der Responsivität des Schweißtestes wurde wiederholt diskutiert. So 
scheint der Schweißtest eine gute Korrelation mit der Verbesserung der Lungenfunktion 
in einer Studienpopulation aufzuweisen, er ermöglicht jedoch keine Aussage über den 
individuellen Therapieeffekt (Durmowicz et al. 2013, Fidler et al. 2017, Graeber et al. 
2018, Masson et al. 2018). Die NPD zeigte in der Phase-II-Studie zu Ataluren eine Ver-
besserung der CFTR-Funktion (Sermet-Gaudelus et al. 20101), der Korrektor konnte 
aber in der Phase-III-Studie keinen der Endpunkte erreichen (Kerem et al. 2014, Kons-




CFTR- als auch der Lungenfunktion beschrieben wurde (Accurso et al. 2010, Clancy et 
al. 2012). Entsprechend wurde auch die Responsivität der NPD auf CFTR-Modulatoren 
wiederholt diskutiert. Untersuchungen unter Therapie zeigen keine sichere Korrelation 
zwischen klinischem Ansprechen und Verbesserung der NPD (Mesbahi et al. 2017, 
Graeber et al. 2018, Masson et al. 2018).  
Der CFTR-Biomarker ICM wurde bisher nicht in klinischen Studien eingesetzt. Aller-
dings konnte nach der Zulassung von CFTR-Modulatoren eine gute Responsivität der 
intestinalen CFTR-Funktion demonstriert werden, wobei auch hier nur eine mäßige Kor-
relation mit dem klinischen Outcome zu verzeichnen war (Graeber et al. 2015, Graeber 
et al. 2018). Bei gleichzeitiger Erfassung der 3 CFTR-Biomarker Schweißtest, NPD und 
ICM fiel auf, dass Therapieeffekte meist nur in 1 oder 2 Parametern gezeigt werden 
konnten. Es fehlen langfristige Untersuchungen mit Bestimmung der Biomarker 
Schweißtest, NPD und ICM in einer größeren Patientenkohorte und Evaluation des kli-
nischen Outcomes über die Änderung der FEV1 hinaus. Für einen breiteren Einsatz der 
ICM als Endpunkt fehlt es bisher an Daten zu Variabilität und Reproduzierbarkeit des 
Biomarkers (De Boeck et al. 2013).  
In der präklinischen Phase wird die Wirkung potentieller Verbindungen nach dem HTS 
an Zellkulturen untersucht. Bisher wurden dazu häufig etablierte Zellkulturen wie die 
FRT-Zellen genutzt. Die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf humanes natives Gewebe 
bleibt dabei aber fraglich (Pedemonte et al. 2010). Immer häufiger kommen auch Zellen 
von humanem Bronchialepithel (HBE) zum Einsatz. Die Materialgewinnung von Indivi-
duen ist jedoch invasiv und daher nur schlecht durchführbar. Seltene Mutationen sind 
entsprechend nicht verfügbar (Clancy et al. 2019). 
Die ICM dient bereits seit längerem als diagnostische Methode bei fraglicher CF, wenn 
Schweißtest und Mutationsanalyse keine eindeutige Zuordnung erlauben (Naehrlich et 
al. 2013, Farrell et al. 2017). Dabei hat sich die ICM sehr sensitiv zur Bestimmung einer 
CFTR-Restfunktion gezeigt. Außerdem konnte demonstriert werden, dass eine Korrela-
tion zwischen der CFTR-Funktion und dem Phänotyp der Patienten besteht (Hirtz et al. 
2004). Untersuchungen zeigten, dass CFTR-Modulatoren ex vivo die rektale CFTR-
Funktion beeinflussen können (Derichs et al. 2011, Roth et al. 2011). 
Ex vivo-Untersuchungen von CFTR-Modulatoren bieten den Vorteil, dass die Wirksam-
keit eines CFTR-Modulators vor der systemischen Einnahme kurzfristig abgeschätzt 





Ziel der vorliegenden Arbeit sollte es daher sein, zunächst Variabilität und Reproduzier-
barkeit der ICM nach dem standardisierten Protokoll der ECFS zu bestimmen, um eine 
Grundlage für den Einsatz der ICM in klinischen Studien zu schaffen. In einem zweiten 
Schritt sollte der ex vivo-Effekt der bereits klinisch untersuchten CFTR-Modulatoren 
Ivacaftor, Lumacaftor und Ataluren sowie von Hylout4 und experimentellen Korrektoren 
von EPIX Pharmaceuticals auf die CFTR-Funktion der Rektumschleimhaut von CF-Pati-
enten überprüft werden, um die Möglichkeiten der präklinischen Evaluation von CFTR-











Zwischen Oktober 2011 und April 2013 wurden insgesamt 50 Probanden untersucht. 14 
gesunde Nichtraucher (medianes Alter 36,5 Jahre, 18-72 Jahre) dienten als Kontroll-
gruppe. Sie wurden zuvor einem Schweißtest unterzogen, das Ergebnis lag in der Kon-
trollgruppe stets unter den diagnostischen Cut-off von 60 mmol/l, bei 9 Kontrollproban-
den lag das Schweißtestergebnis zwischen 30 und 60 mmol/l, lediglich bei einem davon 
lag der Schweißtest über 40 mmol/l. Zudem wurden insgesamt 36 CF-Patienten unter-
sucht. Diese wurden ausnahmslos aus der Mukoviszidose-Ambulanz der Charité Uni-
versitätsmedizin Berlin rekrutiert. Bei allen Patienten wurde die Diagnose durch eine 
Chloridkonzentration im Schweiß > 60 mmol/l gesichert, zudem waren 2 CF-verursa-
chende Mutationen in trans nachgewiesen. 27 der 36 CF-Patienten waren pankreasin-
suffizient (PI-CF), die Gruppe wies ein medianes Alter von 25 Jahren auf (12-44 Jahre). 
Als Kriterium für das Vorliegen einer exokrinen Pankreasinsuffizienz wurde eine Pan-
kreaselastase im Stuhl < 100 µg/g festgelegt. 9 der CF-Patienten waren pankreassuffi-
zient (PS-CF), das mediane Alter in dieser Gruppe lag bei 41 Jahren (23-57 Jahre). Als 
Gruppenmerkmal wurden eine Pankreaselastase im Stuhl > 200 µg/g sowie das Vorlie-
gen von 2 CF-verursachenden Mutationen in trans mit mindestens einer Mutation der 
Klasse IV oder V festgelegt. Eine Übersicht über die Genotypen der Studienteilnehmen-
den ist in Tabelle 3-1 dargestellt. 
 






Non-CF 14 36,5 (18-72) - 

















Eine Untergruppe aus 8 Probanden, davon 2 PI-CF (F508del/F508del), 3 PS-CF 
(F508del/3849+10kbC->T) und 3 non-CF erhielt dreimalig eine ICM im Abstand von je 
einer Woche, um die Reproduzierbarkeit der Methode zu bestimmen. 
Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité Universitätsmedizin Berlin be-
willigt. Vor Beginn der Untersuchung wurde die schriftliche Einwilligung aller Teilneh-
menden sowie der Eltern bei minderjährigen Patienten eingeholt. Hämorrhoiden oder 
Blutungsneigungen galten als Ausschlusskriterium und wurden im Rahmen der Rekru-
tierung explizit abgefragt. 
 
3.2 Intestinale Kurzschlussstrommessung 
 
2011 wurde eine standardisierte Verfahrensanweisung von der ECFS Diagnostic Net-
work Working Group (DNWG) und dem ECFS Clinical Trials Network (CTN) verabschie-
det.  
Alle Untersuchungen wurden gemäß dieser Standardverfahrensanweisung (ECFS ICM 
SOP) durchgeführt. Von jedem Teilnehmenden wurden 6-8 oberflächliche Rektum-
schleimhautproben mittels Saugbiopsie (Trewavis Surgical Instruments, Bayswater, 
Australien) entnommen. Im Anschluss wurden die Biopsien in mit Meyler-Puffer (Zu-
sammensetzung siehe Tabelle 3-5) gefüllte rezirkulierende Mikro-Ussing-Kammern 
(P2400, Physiologic Instruments, San Diego, USA) bei 37°C eingespannt. Dem Puffer 
wurden zuvor Glukose 10 mM sowie Indometacin 10 µM zur Blockierung der endoge-
nen cAMP-Produktion zugefügt. Die Biopsien wurden während der gesamten Messung 
mit 95 % O2 und 5 % CO2 begast. Zunächst wurden die basale Potentialdifferenz (PD 
basal) und der Gewebewiderstand (Rt) unter einem offenen Schaltkreis bestimmt, 
ebenso am Ende der Messung. Dann wurde der Kurzschlussstrom (Isc) im Spannungs-
klemmenmodus bestimmt. Es folgte zunächst eine 40-minütige Equilibrierungsperiode 




wurde der basale Kurzschlussstrom registriert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe stimu-
lierender und inhibierender Agenzien gemäß SOP auf mukosaler (M) oder serosaler (S) 
Seite: Amilorid 100 µM M zur Blockierung des ENaC, Forskolin/IBMX 10/100 µM M+S 
zur cAMP-abhängigen CFTR-Aktivierung, Genistein 10 µM M+S zur weiteren CFTR-Po-
tenzierung, Carbachol 100 µM S zur weiteren CFTR-Stimulation durch cholinerge Koak-
tivierung, DIDS 200 µM M zur Hemmung alternativer kalziumabhängiger Chloridkanäle 
und Histamin 500 µM S zur cholinergen Aktivierung der Chloridsekretion durch kalzium-
abhängige, DIDS-insensitive Chloridkanäle. Es wurde jeweils die Änderung des Kurz-
schlussstroms registriert.  
 
Die erforderlichen Materialien sind in den Tabellen 3-2 bis 3-6 aufgeführt, der Versuchs-
aufbau ist in Abbildung 3-1 dargestellt. 
 
Tabelle 3-2: Materialien zur Datenaufzeichnung 
Material Hersteller 
PC mit Betriebssystem Windows XP  LG 
PowerLab 8/30, Software Lab Chart 7.2 (Oktober 2010)  AD Instruments 
 
Tabelle 3-3: Bestandteile der Ussingkammern 
Material (Produktnummer) Hersteller 
EasyMount Low Volume Ussingkammersystem (EM-LVSYS-8) 
Fundament, Temperatur-Anschlussstück für 8-Kammersystem 
- 8x Low Volume EasyMount Diffusionskammer (P2400) 
- 8x Ag/AgCl Elektrodenset für das EasyMount Kammersys-
tem (P2020-S), (4x gesinterte Ag/AgCl Pellet-Elektroden 
zur Messung der Spannung, 4x Ag-Drahtelektroden zur 
Messung der Stromstärke, 8x Elektrodenspitzen) 
Physiologic Instruments 
Slider für die Biopsien 
- 8x 1,5 mm Öffnungsdurchmesser Slider (Fläche= 0,018 
cm2) (P2407C) 
- 8x 1,2 mm Öffnungsdurchmesser Slider (Fläche= 0,011 
cm2) (P2407B) für kleinere Biopsien  
Physiologic Instruments 
Reservespitzen für die Ag/AgCl-Elektroden (P2023-100)  Physiologic Instruments 
Nadeln mit weicher Spitze zum Austauschen der Lösungen in den 





Mehrkanalige Spannungs- und Stromklemme (VCC MC8) 
- Klemmmodul (MC_601) 
- Eingangsmodul (DM_MC6) 
Physiologic Instruments 
Zirkulierendes, temperaturkontrolliertes Wasserbad Julabo 




Abbildung 3-1: Versuchsaufbau der ICM 
Wasserbad, Begasung, rezirkulierende Ussingkammern, Power-Lab, Spannungs- und Stromklemme, PC 
(von links nach rechts), Fotografie aus dem eigenen Labor. 
 
Tabelle 3-4: Materialien für Entnahme, Transport und Präparation der Biopsien 
Material/Substanz (Produktnummer) Hersteller 
Rektumsaugbiopsiezange (SBT-100, 100-010-01) Trewavis Surgical Instru-
ments 
Transportpuffer Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlösung, steril 
gefiltert, (DPBS) (BE17-512F) 
Lonza 







Tabelle 3-5: Inhaltsstoffe des Meyler-Puffers 





Destilliertes Wasser als 
Stammlösung 
H2O 18  Roth 
Hepes (H3375) C8H18N2O4S 238 10 Sigma-Aldrich 
Dinatriumhydrogenphosphat 
(S9763) 
Na2HPO4 142 0,3 Sigma-Aldrich 
Natriumdihydrogenphosphat 
(S8282) 
NaH2PO4 120 0,4 Sigma-Aldrich 
Magnesiumchlorid (M9272) MgCl2 95 1,0 Sigma-Aldrich 
Calciumchlorid (C3881) CaCl2 111 1,3 Sigma-Aldrich 
Kaliumchlorid (P4504) KCl 75 4,7 Sigma-Aldrich 
Natriumchlorid (71381) NaCl 59 128 Sigma-Aldrich 
Natriumbicarbonat (S5761) NaHCO3 84 20,2 Sigma-Aldrich 
D-Glukose (G7528) C6H12O6 180 10 Sigma-Aldrich 
Indometacin (I8280)  C19H16ClNO4 358 0,01 Sigma-Aldrich 
 
Indometacin und Glukose sind keine primären Bestandteile des Meyler-Puffers, sondern 
werden erst vor Beginn der Messung hinzugefügt. Der pH des Meyler-Puffers beträgt 
7,4, die Osmolarität 300 mOsm/l. 
 
Tabelle 3-6: Aktive Substanzen nach ICM-Protokoll 
Substanz (Produktnummer) Summenformel Molmasse 
(g/mol) 
Anbieter 
Amilorid HCl (A7410) C6H8ClN7O · HCl 266 Sigma-Aldrich 
Forskolin (F6886) C22H34O7 411 Sigma-Aldrich 
3-Isobutyl-1-Methylxanthin 
(IBMX) (I5879) 
C10H14N4O2 222 Sigma-Aldrich 
Genistein (G6649) C15H10O5 270 Sigma-Aldrich 
Carbamoylcholinchlorid (Car-
bachol, CCH) (C4382) 











Der genaue Versuchsaufbau und –ablauf soll im Folgenden beschrieben werden: 
Vorbereitung 
1. Die Stammlösungen der Stimulanzien werden aufgetaut. 
2. Indometacin und Glukose werden dem Meyler-Puffer zugefügt, der pH-Wert überprüft 
und ggf. auf 7,4 titriert. 
3. Meyler-Puffer wird auf 37°C erwärmt. 
4. Das Wasserbad wird eingeschaltet, die Temperatur auf 42°C eingestellt, damit in den 
Ussing-Kammern eine Temperatur von 37°C vorherrscht. 
5. Die Gasleitung wird an das Ussingkammersystem angeschlossen, der Gasfluss gestar-
tet. 
6. Die leeren Gewebe-Slider werden in das Kammersystem eingesetzt und festgeschraubt 
(die Größe, die auch für die Messung verwendet werden soll). 
7. Die Stromstärkeelektroden (weiß) werden in die äußere, die Spannungselektroden 
(schwarz) in die innere Öffnung des Kammersystems eingesetzt. Es wird überprüft, dass 
sich keine Luftblasen im KCl-Agar und der KCl-Lösung in den Plastikspitzen befinden. 
Gegebenenfalls werden die Plastikspitzen mit einem Skalpell diagonal neu zugeschnit-
ten.  
8. In jede Kammerhälfte werden 2 ml Meyler-Puffer gefüllt, Luftblasen werden entfernt. 
Letzte Feinjustierungen garantieren einen langsamen, gleichmäßigen Gasfluss in allen 
Kammern. Abbildung 3-2 zeigt eine Ussingkammer mit Slider und Puffer. 
9. Spannungsklemmen und Vorverstärker werden eingeschaltet. 
10. PowerLab und PC werden eingeschaltet, die Software „Lab Chart“ gestartet und die ent-
sprechende Vorlage zur Datenaufzeichnung von 8 Kanälen (in 4 Kammern simultan 
Stromstärke und Spannung) geöffnet. 
11. Während das System ohne Biopsien equilibriert, ist auf eine stabile offene PD zu achten 
(maximal ± 0,5 mV), anderenfalls müssen die Elektroden und deren Plastikspitzen über-
prüft werden. Die bleibende Eingangsregelabweichung wird auf 0,0 mV kompensiert (in-
put offset). Dann wird der Flüssigkeitswiderstand reguliert, indem ein Stromstoß von 15 
µA appliziert und gleichzeitig der Widerstands-Regler gedreht wird. Um eine Überkom-
pensation im Verlauf der Messung zu vermeiden, sollte der Widerstand während der 
Equilbrierungsphase auf 1,0 gestellt werden. Unmittelbar vor dem Einspannen der Biop-
sien sollte der Vorgang wiederholt werden.  






Abbildung 3-2: Ussingkammern mit Elektroden, Gewebeslider und Puffer 
Fotografie aus dem eigenen Labor. 
 
Probenentnahme 
1. 10-20 ml DPBS werden in ein 50 ml-Transportröhrchen gefüllt und mit 10 µM Indometa-
cin versetzt. Die übrigen Materialien (siehe Tabelle 3-4) werden bereitgestellt.  
2. Pro Patient werden 9 Rektumschleimhautbiopsien (inkl. 1 Reservebiopsie) schmerzfrei 
ohne Sedierung oder Darmvorbereitung als Saugbiopsien (Sog 5 mmHg/ 16 kPa) ca. 5 
cm ab ano entnommen. Die Biopsien werden im Anschluss direkt in eisgekühlter Puffer-











Abbildung 3-3: Rektumsaugbiopsiezange 





Einspannen der Proben in die Ussingkammern 
1. Die Biopsien werden bis zur Verarbeitung weiterhin im eisgekühlten Puffer aufbewahrt.  
2. Nach der Wiederholung der Offset-Prozedur wird die Pufferlösung mithilfe der Nadeln 
mit weicher Spitze und 5ml-Spritze angesaugt, der Slider aus der Ussingkammer ent-
fernt.  
3. Eine Biopsie wird mittels Transferpipette auf ein Papiertuch gegeben, der Mukus durch 
vorsichtiges Abstreifen entfernt. Die mukosale Seite wird identifiziert. Dann wird die Bi-
opsie mit der serosalen Seite auf die untere Hälfte des Sliders („Bottom“) aufgebracht. 
Dabei wird sichergestellt, dass die Öffnung des Sliders vollständig bedeckt und die Biop-
sie nicht gefaltet ist. Im Anschluss wird der Slider mit der oberen Hälfte („Top“) ver-
schlossen, der Slider wird in die Ussingkammer eingelegt und festgeschraubt, die Mu-
kosa der Biopsie nach links weisend. (Abbildung 3-4) 
4. Die Pufferlösung wird vorsichtig wieder in die Ussingkammer eingefüllt, etwaige Luftbläs-
chen werden entfernt. 
5. Die Größe des Sliders (P2407B oder P2407C) wird in der Lab Chart-Datei notiert. 
6. Die o.g. Schritte werden für 3 weitere Biopsien wiederholt. Die Aufbewahrung der 4 übri-
gen Biopsien erfolgt nach wie vor in eisgekühlter Pufferlösung, bis sie nach Beendigung 
der Messung an den Proben 1-4 in gleicher Weise verarbeitet werden. 
 
 
Abbildung 3-4: Rektumschleimhautbiopsien und Gewebeslider (Collage) 
Fotografien aus dem eigenen Labor. 
 
Gewebeequilibrierung und basale Parameter 
1. Die Lab Chart-Aufzeichnung wird gestartet. Etwa 5 Minuten nach dem Einspannen der 
Biopsien wird die basale PD registriert (im Lab Chart wird „PD basal“ notiert). Diese liegt 
typischerweise zwischen -0,3 und -1,5 mV. 
2. Der basale Widerstand wird indirekt gemessen, indem ein Teststrom von 15 µA auf das 
Gewebe appliziert wird (im Lab Chart wird „Rt basal“ notiert). Die somit resultierende 




Gesetz der Widerstand berechnet werden. Dieser liegt durchschnittlich zwischen 15 und 
30 W/cm2, Biopsien mit einem Widerstand < 10 W/cm2 ergeben keine verlässlichen 
Messwerte. Falls noch eine Reservebiopsie verfügbar ist, kann diese stattdessen ge-
nutzt werden.  
3. Im Anschluss wird das System auf Spannungsklemmenmodus umgestellt (Lab Chart: 
„voltage clamp“), der Kurzschlussstrom wird registriert. Es werden zunächst die Rohda-
ten in µA aufgezeichnet, die später auf µA/cm2 normiert werden. 
4. Es erfolgt eine insgesamt 40-minütige Phase der Gewebeequilibrierung. Indometacin 
hemmt die endogene cAMP-Produktion, so soll die CFTR-Aktivität vor Stimulation redu-
ziert werden. 
 
Messung des Kurzschlussstroms 
1. 5 Minuten nach dem Wechsel in den Spannungsklemmenmodus wird CCH 100 µM S 
appliziert. Sollte das Gewebe nach 5 Minuten keine Änderung des Kurzschlussstroms 
zeigen, sollte die Biopsie gegen eine Reserveprobe ausgetauscht werden. 
2. Nach 10, 20 und 30 Minuten wird der Meyler-Puffer jeweils ausgetauscht, um die cAMP-
Vorstimulation auf ein Minimum zu reduzieren.  
3. Nach weiteren 10-15 Minuten sollte ein stabiler Kurzschlussstrom erreicht sein. Hier 
kann der basale Isc abgelesen werden (Lab Chart: „Isc basal“). Dieser liegt meist bei 10-
50 µA/cm2. 
4. Auf dem mukosalen Seite werden 2 µl einer Amilorid-Stammlösung (100 mM) hinzuge-
geben, sodass eine Konzentration von 100 µM erreicht wird (Lab Chart: Amil 100µM M). 
Amilorid blockiert den ENaC (Veeze et al. 1991). Dies führt zu einem Abfall des Isc auf-
grund des ausbleibenden Kationenflusses von mukosal in die Zellen. Bei CF-Patienten 
ist der Isc-Abfall als Ausdruck der ENaC-Hyperaktivität mitunter stärker ausgeprägt. Im 
ICM-Protokoll dient die ENaC-Blockade in erster Linie dazu, einen konsekutiven Mit-
strom von Natrium-Ionen nach mukosal bei CFTR-Stimulation zu verhindern, und somit 
eine bessere CFTR-Funktionsbestimmung zu ermöglichen. 
5. Nach mindestens 5 Minuten und dem Erreichen eines stabilen Isc erfolgt die CFTR-Sti-
mulation durch Zugabe von 2 µl Forskolin- und 2 µl IBMX-Stammlösung (10 mM und 
100 mM) auf der mukosalen und serosalen Seite (Lab Chart: Forsk/IBMX 10/100 µM 
M+S). Forskolin stimuliert die Adenylatzyklase (Seamon und Daly 1981), IBMX hemmt 
die Phosphodiesterase (Kalderon et al. 1980). Auf diese Weise wird die zelluläre cAMP-
Konzentration erhöht und der CFTR-Kanal aktiviert. Daraus resultiert bei normaler 
CFTR-Funktion ein Ausstrom von Chlorid-Ionen auf der mukosalen Seite, welcher sich 




bleibt dieser Anstieg häufig aus oder ist nur gering ausgeprägt. Ein mitunter zu beobach-
tender Abfall des Isc entsteht durch eine apikale Kalium-Sekretion, die bei normaler 
CFTR-Funktion durch den massiven Chloridausstrom maskiert wird.  
6. Nach mindestens 10 Minuten und dem Erreichen eines stabilen Isc werden 0,2 µl der Ge-
nistein-Stammlösung (100 mM) auf der mukosalen und serosalen Seite hinzugefügt (Lab 
Chart: Genistein 10 µM M+S). Genistein wirkt in geringen Konzentrationen als Potentia-
tor auf bereits aktivierten CFTR, in höheren Konzentrationen inhibiert Genistein dagegen 
die CFTR-Funktion (French et al. 1997, Moran und Zegarra-Moran 2005). 
7. Nach mindestens 10 Minuten und dem Erreichen eines stabilen Isc werden 2 µl Carba-
chol-Stammlösung (100 mM) der serosalen Seite hinzugefügt (Lab Chart: CCH 100 µM 
S). Carbachol erhöht mittels muskarinerger Stimulation die intrazelluläre Ca2+-Konzen-
tration. Über diesen Signalweg wird einerseits der CFTR-Kanal stimuliert, andererseits 
auch Ca2+-abhängige Chloridkanäle (Kunzelmann und Mall 2002). Die Aktivierung von 
alternativen Chloridkanälen scheint jedoch überwiegend an ein funktionierendes CFTR-
Protein geknüpft zu sein (Mall et al. 19982, Mall et al. 2000), außerdem spielen diese 
funktionell im Colon eine untergeordnete Rolle (Kunzelmann und Mall 2002). Bei non-CF 
resultiert die Stimulation durch CCH in einem rasanten Anstieg des Isc, der nach Errei-
chen eines Gipfels wieder abfällt. Bei CF-Patienten tritt dieser Isc-Anstieg als Äquivalent 
des Chlorid-Ausstroms nicht auf, häufig kann hingegen ein Abfall des Isc beobachtet wer-
den. Dieser repräsentiert die Öffnung von Kalium-Kanälen durch die Erhöhung der intra-
zellulären Ca2+-Konzentration. 
8. Nach mindestens 10 Minuten und dem Erreichen eines stabilen Isc werden 4 µl der 
DIDS-Stammlösung (100 mM) der mukosalen Seite hinzugefügt (Lab Chart: DIDS 200 
µM M). DIDS blockiert nicht-CFTR-, DIDS-sensitive Chloridkanäle wie den Ca2+-abhän-
gigen Chloridkanal (CaCC) (De Jonge et al. 2004). Die Zugabe von DIDS löst keine Än-
derung des Isc aus, sondern dient einer erneuten CFTR-spezifischen Stimulation durch 
Histamin im nächsten Schritt.  
9. Nach 10 Minuten werden 10 µl der Histamin-Stammlösung (100 mM) der serosalen 
Seite zugefügt (Lab Chart: Hista 500 µM S). Histamin aktiviert nochmals die Ca2+-vermit-
telte Chlorid-Sekretion, jetzt durch DIDS-insensitive Chloridkanäle (De Jonge et al. 
2004). Es resultiert erneut ein rasanter Anstieg des Isc bei gesunden Kontrollen. Bei CF-
Patienten bleibt der Isc-Anstieg zumeist aus, dies zeigt abermals die fehlende CFTR-
Funktion. Ein Isc-Abfall repräsentiert eine apikale Kalium-Sekretion, die bei gesunden 
Kontrollen zumeist durch den Chloridstrom maskiert wird. 
10. Die Messung ist beendet, wenn der Isc nach 10 bis 20 Minuten wieder ein stabiles Ni-
veau erreicht. Nach Rückkehr in den offenen Stromkreis („open clamp“) wird die PD des 




11. Der Gewebewiderstand wird wie zu Beginn der Messung durch Applikation eines defi-
nierten Teststroms von 15 µA und Registrierung der daraus resultierenden Spannungs-
änderung bestimmt (Lab Chart: „Rt end“). 
12. Der Meyler-Puffer wird aus den Ussing-Kammern entfernt. Die Biopsien verbleiben im 
Slider, werden aber in andere Kammern ohne Elektrode transferiert. Die Biopsien wer-
den entsprechend der in Kapitel 3.3 beschriebenen Prozedur inkubiert.  
13. Die 4 Messkammern werden erneut mit erwärmtem Meyler-Puffer gefüllt, der entspre-
chend beschriebene Elektroden-offset wird wiederholt. 
14. Die Schritte „Einspannen der Proben in die Ussingkammern“, „Gewebeequilibrierung 
und basale Parameter“ sowie „Messung des Kurzschlussstroms“ werden mit den Biop-
sien 5-8 wiederholt. Nach Beendigung werden auch diese Biopsien entsprechend des in 
Kapitel 3.3 beschriebenen Protokolls inkubiert. 
15. Die Aufzeichnung im Lab Chart Programm wird beendet, der PC heruntergefahren. 
Spannungsklemme und Vorverstärker werden ausgeschaltet. Das Warmwasserbad 
bleibt auch während der Inkubationszeit eingeschaltet, der Gasfluss wird aufrechterhal-
ten. 
 




Abbildung 3-5: Beispiel-ICM eines PI-CF-Patienten (F508del homozygot) vor und nach Inkubation mit ei-
nem CFTR-Modulator 
A) ICM-Messkurve vor Inkubation ohne cAMP-vermittelte CFTR-Funktion. B) ICM-Messkurve nach Inku-




CFTR-Funktion. Amil: Amilorid 100µM, Forsk/IBMX: Forskolin 10µM + IBMX 100µM, Geni: Genistein 
10µM, CCH: Carbachol 100µM, Histamin-Reaktion nicht dargestellt. Beidseitiger Pfeil: DIsc Forsk/IBMX. 
 
 
3.3 Inkubation mit CFTR-Modulatoren 
 
Unter Nutzung älterer Protokolle konnte gezeigt werden, dass das Gewebe etwa 24 
Stunden lang vital bleibt, und sich die Methode entsprechend zur ex vivo-Evaluation von 
CFTR-Modulatoren eignet (Roth et al. 2011, Derichs et al. 2011). 
Nach Beendigung der ICM-Messung gemäß ECFS ICM SOP wurden die Biopsien über 
16 Stunden in 5 ml RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich) pro Kammerseite bei 37°C un-
ter Fortführung der Begasung inkubiert. Dem Inkubationsmedium wurden CFTR-Modu-
latoren in verschiedenen Konzentrationen mukosal und serosal hinzugefügt. Die CFTR-
Modulatoren wurden zuvor in DMSO gelöst. Die Biopsien der Kontrollgruppe wurden mit 
0,1 % DMSO inkubiert. Die Details der Inkubation mit CFTR-Modulatoren sind in Ta-
belle 3-7 dargestellt. 
 
 
Tabelle 3-7: Inkubationsübersicht 
Gruppe n Genotyp CFTR-Modulatoren 
non-CF 13 - DMSO 0,1 % 














Lumacaftor +Ivacaftor 10µM 
Lumacaftor +Ivacaftor 30µM 
Ataluren 10µM 
Ataluren+ Lumacaftor 10µM 
Gentamicin 400µg/ml 
EPIX4 10 µM 
EPIX5 10 µM 







Die zur Inkubation erforderlichen Substanzen sind in Tabelle 3-8 aufgelistet, Tabelle 3-9 
zeigt die Bezugsquellen der CFTR-Modulatoren: 
 
Tabelle 3-8: Zusammensetzung des Inkubationsmediums 
Substanz (Produktnummer) Konzentration Anbieter 
RPMI-1640 Medium (R8758)  Sigma-Aldrich 
Indometacin (I0200000) 10 µM Sigma-Aldrich 
• Penicillin (B0900000) 40 µg/ml Sigma-Aldrich 
Streptomycin (85886) 90 µg/ml Sigma-Aldrich 
Ciprofloxacin (Y0000198) 20 µg/ml Sigma-Aldrich 
Metronidazol (M1850000) 200 µg/ml Sigma-Aldrich 
 
Tabelle 3-9: Verwendete CFTR-Modulatoren 
Substanz Anbieter 
Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich 
Lumacaftor (VX-809) Selleck Chemicals 
Ivacaftor (VX-770) Selleck Chemicals 
Ataluren (PTC124) Selleck Chemicals 
Gentamicin Selleck Chemicals 
EPIX4 Bestellbar über die CFF 
EPIX5 Bestellbar über die CFF 
EPIX6 Bestellbar über die CFF 
Hylout4 Freundlicherweise zur Verfügung gestellt durch 
die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Prehm, Uni-
versitätsklinikum Münster, Institut für Physiolo-
gische Chemie und Pathobiochemie 
 
Nach 16-stündiger Inkubation erfolgte erneut eine ICM an den Biopsien gemäß der 
ECFS ICM SOP. Auf den dreimaligen Austausch des Meyler-Puffers wurde nach der In-
kubation allerdings verzichtet, es wurde dennoch eine Equilibrierungperiode bis zum Er-







Im Folgenden soll die Funktionsweise und Dosiswahl der verwendeten CFTR-Modulato-




Lumacaftor wurde durch Screening von 164.000 kleinen Molekülen als Korrektor für 
F508del CFTR entdeckt (van Goor et al. 2011). Lumacaftor erhöht die konformationelle 
Stabilität der TMD 1 und somit die Proteasomen-Resistenz von F508del CFTR, sodass 
dieser das endoplasmatische Retikulum verlassen und in die Zellmembran eingebaut 
werden kann (van Goor et al. 2011, Ren et al. 2013). An Zellkulturen zeigte eine Kon-
zentration von 3 µM die höchste Wirkung, ab einer Konzentration von 10 µM ließ die 
Wirkung wieder nach (van Goor et al. 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde natives 
Gewebe verwendet, sodass die erforderliche Konzentration für einen Effekt als höher 
angenommen wurde. Es wurden Konzentationen von 10 µM und 30 µM gewählt, auf 
eine Titration wurde aufgrund der geringen Probenzahl verzichtet. Im Rahmen der 
Phase IIa-Studie zu Lumacaftor wurde die maximale Plasmakonzentration für unter-
schiedliche Dosen bestimmt, diese lag je nach eingenommener Lumacaftor-Dosis zwi-
schen 0,76 µg/ml (bei 25 mg Lumacaftor pro Tag) und 10,3 µg/ml (bei 200 mg Lu-
macaftor pro Tag) (Clancy et al. 2012). Bei einer Molmasse von 452,4 g/mol ergibt sich 
daraus eine Plasmakonzentration von 1,6 µM bis 22 µM. Entsprechend kann davon 
ausgegangen werden, dass die gewählte Konzentration annähernd physiologische Ver-




Als erster CFTR-Modulator wurde der Potentiator Ivacaftor den CF-Patienten zugäng-
lich. Der Wirkstoff wurde durch weitere Modifikation nach positivem HTS entwickelt (van 
Goor et al. 2009). Ivacaftor erhöht die Öffnungswahrscheinlichkeit des CFTR an der api-
kalen Zellmembram (van Goor et al. 2009), indem Ivacaftor direkt an den CFTR bindet 
(Eckford et al. 2012). Zunächst wurde die Wirksamkeit für G551D-CFTR als häufigste 
Gating-Mutation gezeigt, seither konnte eine Verbesserung der CFTR-Funktion für viele 
weitere CFTR-Mutationen demonstriert werden. Im Rahmen dieser Studie wurde die 




wird auch in Kombination mit CFTR-Korrektoren wie Lumacaftor eingesetzt, auch diese 
Kombination sollte ex vivo untersucht werden.  
In Zellkulturen mit G551D-CFTR wurde die Wirksamkeit von Ivacaftor für eine Konzent-
ration von 10 µM demonstriert (van Goor et al. 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
ebenfalls eine Ivacaftor-Konzentration von 10 µM gewählt, um eine CFTR-Inhibition 
durch zu hohe Konzentrationen zu vermeiden, wie es etwa bei dem Potentiator Ge-
nistein bekannt ist (Moran und Zegarra-Moran 2005). Zur Untersuchung einer dosisab-
hängigen Wirkung wurde zudem eine Ivacaftor-Konzentration von 30 µM untersucht. 
Die exemplarische Erhebung der Plasmakonzentration eines Patienten unter Ivacaftor-
Monotherapie ergab Konzentrationen zwischen 0,0 µg/ml (Talspiegel) und 1,7 µg/ml 
(Spitzenspiegel) (Pinders-Keßler, bisher nicht veröffentlicht), bei einer Molmasse von 




Ataluren wurde entwickelt, um ein ribosomales Überlesen von präterminalen Stop-Co-
dons zu erzielen und so eine Proteinbiosynthese bei Klasse-I-Mutationen zu ermögli-
chen (Welch et al. 2007). Präklinisch zeigte sich eine Wirkung ab Konzentrationen von 
0,01 bis 0,1 µM, die höchste Durchleserate wurde bei einer Konzentration von 17 µM 
verzeichnet (Welch et al. 2007). Aus dem Mausmodell wurde wiederum eine erforderli-
che Plasmakonzentration von 5 bis 10 µg/ml, entsprechend 17 bis 34 µM ermittelt 
(Welch et al. 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Konzentration von 10 µM für 
Ataluren an Rektumschleimhautbiopsien gewählt, auf die Untersuchung einer weiteren 





Es wurde bereits mehrfach die Steigerung der CFTR-Expression bei Klasse-I-Mutatio-
nen beschrieben (Wilschanski et al. 2003). Wilschanski et al. setzten dazu Gentamicin 3 
mg/ml nasal ein, Clancy et al. (2001) behandelten Zellkulturen mit Gentamicin 0, 10 und 
100 µg/ml. Unter der Annahme, dass natives Gewebe einer höheren Dosis bedarf als 
Zellkulturen, wurde im Rahmen dieser Arbeit für Gentamicin eine Konzentration von 400 







Anhand von 3D-Modellen des CFTR-Proteins wurde nach kleinen Molekülen gesucht, 
die vornehmlich an die Zwischendomänregionen des CFTR-Proteins binden, um so die 
Stabilität des F508del-CFTR zur verbessern, eine Auswahl aus 496 Molekülen wurde 
daraufhin in vitro mit einer Konzentration von 10 µM weiter analysiert, 15 dieser Mole-
küle zeigten eine Korrektoraktivität an FRT-Zellen, jedoch nicht an HBE-Zellen (Kalid et 
al. 2014). Leider fand keines dieser Moleküle den Weg in eine klinische Studie, sodass 
keine Daten bzgl. einer erforderlichen Plasmakonzentration vorliegen. Im Rahmen die-
ser Studie wurde daher zunächst analog zu den in vitro-Messungen eine Konzentration 




Hylout4, ein Hyaluron-Disaccharid-Analogon, verbessert die Funktion von F508del-
CFTR. Aufgrund des schnellen Auftretens des Ionenstroms nach Applikation wurde je-
doch gefolgert, dass Hylout4 als Potentiator wirkt. (Nowakowska et al. 2012) Daher 
sollte im Rahmen dieser Arbeit der ex vivo-Effekt von Hylout4 auf Klasse IV- und V-Mu-
tationen untersucht werden. Die Konzentration von 100 µM zeigte bei nasaler Applika-
tion eine Verbesserung der CFTR-Funktion und wurde daher auch im Rahmen dieser 
Studie verwendet (Nowakowska et al. 2012). 
 
 
3.5 Statistische Auswertung  
 
Zu Beginn wurde bei der Auswertung der Messungen überprüft, ob diese die Qualitäts-
kriterien gemäß der ECFS ICM SOP erfüllen: ein Gewebewiderstand ³ 10 W/cm2, eine 
stabile Messkurve vor Gabe von Amilorid sowie eine Reaktion mit Änderung des Isc auf 
mindestens ein Agens. Alle Biopsien, die diese Qualitätskriterien erfüllten, gingen in die 
weitere Analyse mit ein. Die Gewebereaktionen zu allen Agenzien wurden als Nettoän-





Für jeden Parameter wurden pro Patient und Tag der Mittelwert (MW) sowie die Stan-
dardabweichung (SD) bestimmt, um die Variabilität abschätzen zu können. Für den Ge-
webewiderstand Rt wurde zudem der Variationskoeffizient (CV) bestimmt.  
 
Um die Reproduzierbarkeit der einzelnen ICM-Parameter zu bestimmen, wurden die 
wiederholten Messungen der aus 8 Probanden bestehenden Subgruppe betrachtet. Es 
wurde folgende Definition vorgenommen: Messungen eines Patienten wurden als repro-
duzierbar angenommen, wenn der Mittelwert der 2. ICM und der Mittelwert der 3. ICM 
innerhalb von MWICM1 ± 1 SDICM1 lagen. Ferner wurde die Reproduzierbarkeit auch mit-
tels Bland-Altman-Diagramm (Bland und Altman 1986) überprüft: Dabei wurde die Diffe-
renz der Mittelwerte zweier Messungen (dICM1-ICM2 und dICM1-ICM3) berechnet und gegen 
den Mittelwert dieser Messungen als Punktediagramm aufgetragen. Außerdem wurde 
der Mittelwert aller Differenzen (MWd) sowie dessen Standardabweichung (SDd) be-
rechnet. Als Übereinstimmungsgrenze der Differenzen wurde MWd ± 1 SDd definiert. 
Datenpunkte innerhalb der Übereinstimmungsgrenze wurden als Marker für eine gute 
Reproduzierbarkeit angenommen.  
 
Um die Reliabilität der ICM zu überprüfen, wurde im Sinne einer Retest-Reliabilitätsprü-
fung die Korrelation zwischen den Mittelwerten relevanter Parameter getestet. Für den 
Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) wurden dabei Werte von 0,5 bis 1,0 als gut 
korrelierend angenommen, statistische Signifikanz wird für p<0,05 angenommen. 
 
Die Antwort auf die Zugabe von Forskolin und IBMX (DIsc Forsk/IBMX) als cAMP-indu-
zierte CFTR-Funktion wurde als Zielgröße der Modulatorbehandlung festgelegt. Als 
100%ige CFTR-Funktion wurde DIsc Forsk/IBMX der non-CF-Gruppe vor und nach Inku-
bation definiert.  
 
Im Falle eines negativen Netto-Kurzschlussstroms nach Stimulation durch Forskolin und 
IBMX wird eine CFTR-Funktion von 0 % angenommen. Daraus wurde die mittlere 
CFTR-Funktion für alle Biopsien von Patienten mit demselben Genotyp und der identi-
schen Inkubationsbehandlung berechnet und verglichen. Es wurden zunächst Mittelwert 
und Standardfehler berechnet. Bei deutlichen Abweichungen der individuellen Antwor-
ten auf die ex vivo-Modulatorbehandlung wurden auch die Einzelmessungen gesondert 




CFTR-Funktion nach Inkubation erfolgte mittels Wilcoxon-Vorzeichenrangtest für ge-
paarte Stichproben. Zur Prüfung eines Unterschieds gegenüber dem DMSO-Effekt 
wurde ein Mann-Whitney-U-Test bei unabhängigen Stichproben vorgenommen. Als sta-










Insgesamt wurden 508 Rektumschleimhautbiopsien von 50 Probanden untersucht, da-
von erfüllten 84,8 % (431) am 1. Messtag die Qualitätskriterien nach ECFS ICM SOP 
und gingen damit in die weitere Analyse ein. In den beiden Patientengruppen sowie in 
der Kontrollgruppe zeigten sich die bereits aus früheren Studien bekannten Messkur-
ven, zudem wurden vorbeschriebene Referenzwerte bestätigt. Für die wichtigsten Para-
meter wurde der MW jeder Gruppe sowie die SD berechnet. Erwartungsgemäß unter-
schied sich der Rt zwischen den Gruppen nicht (non-CF: MW ± SD 21,2 ± 8,0 Ω/cm2; 
CV 0,38; PI-CF: 21,3 ± 8,8 Ω/cm2; 0,42; PS-CF: 21,1 ± 7,2 Ω/cm2; 0,34), die Messdaten 
sind in Abbildung 4-1 dargestellt. 
 
 
Abbildung 4-1: Intraindividuelle Variabilität der ICM, Rt basal 
Rt basal (Ω/cm2): Darstellung der Einzelmessungen aller 50 Probanden, jeder Punkt repräsentiert eine 
Biopsie, horizontal übereinanderliegende Punkte sind einem Probanden zuzuordnen. Schwarz=non-CF, 
weiß=PI-CF, grau=PS-CF. Durchgezogene Linie=Cut-off für ausreichende Qualität einer Biopsie (10 




Auch die PD basal unterschied sich nicht wesentlich zwischen den Gruppen (non-CF: 
MW ± SD -0,4 ± 0,5 mV; PI-CF: 0,0 ± 0,3 mV; PS-CF: -0,1 ± 0,2 mV, Abbildung 4-2), al-
lerdings war wie Variabilität der PD basal in der non-CF-Gruppe insgesamt größer. Die 
deutlich negativeren Werte sind ein indirekter Ausdruck der höheren CFTR-Funktion. 
 
Abbildung 4-2: Intraindividuelle Variabilität der ICM: PD basal 
PD basal (mV): Darstellung der Einzelmessungen aller 50 Probanden, jeder Punkt repräsentiert eine Bi-
opsie, horizontal übereinanderliegende Punkte sind einem Probanden zuzuordnen. Schwarz=non-CF, 
weiß=PI-CF, grau=PS-CF. Durchgezogene Linie=MW bei non-CF (-0,4 mV), gestrichelte Linie=Mittelwert 
bei PI-CF (0,0 mV). 
 
In der cAMP-vermittelten CFTR-Funktion ΔIsc Forsk/IBMX zeigten sich dagegen deutli-
che Unterschiede zwischen den Gruppen (non-CF: MW ± SD 25,8 ± 21,9 µA/cm2; PI-
CF: -1,2 ± 8,9 µA/cm2; PS-CF: 4,8 ± 9,2 µA/cm2; Abbildung 4-3). Um die intraindividu-
elle Variabilität darzustellen, wurden die Einzelmesswerte jedes Probanden (4-8 Einzel-
messungen) für die jeweiligen Parameter dargestellt. Die Dichte der Messpunkte mit nur 
einzelnen Ausreißern unterstreicht die geringe intraindividuelle Variabilität insbesondere 
für den Rt basal und PD basal in der Gruppe PI-CF und PS-CF (Abbildung 4-1 und 4-2). 
Die cAMP-vermittelte CFTR-Funktion zeigte dagegen eine deutlich größere intraindivi-
duelle Variabilität (Abbildung 4-3). Dies ist am ehesten auf unterschiedliche Biopsiequa-







Abbildung 4-3: Intraindividuelle Variabilität der ICM: ΔIsc Forsk/IBMX 
ΔIsc Forsk/IBMX (µA/cm2): Darstellung der Einzelmessungen aller 50 Probanden, jeder Punkt repräsen-
tiert eine Biopsie, horizontal übereinanderliegende Punkte sind einem Probanden zuzuordnen. 
Schwarz=non-CF, weiß=PI-CF, grau=PS-CF. Durchgezogene schwarze Linie=MW bei non-CF (25,8 
µA/cm2), gestrichelte Linie=Mittelwert bei PI-CF (-1,2 µA/cm2), durchgezogene graue Linie=MW bei PS-
CF (4,8 µA/cm2). 
 
4.1.2 Reproduzierbarkeit und Reliabilität 
 
Um die intraindividuelle Reproduzierbarkeit der ICM-Ergebnisse nach der verwendeten 
ECFS ICM SOP abzuschätzen, führten wir bei 8 Studienteilnehmenden (2 PI-CF, 3 PS-
CF, 3 non-CF) repetitive Messungen an 3 Tagen in einem Abstand von jeweils einer 
Woche durch. Für jede Messung wurden 8 Biopsien entnommen. Die Messwerte der 
einzelnen Biopsien je Patient und Tag wurden für einzelne Parameter grafisch darge-
stellt. Dabei zeigt sich eine ähnliche Streuung für jeden Messzeitpunkt, sodass daraus 
abgeleitet werden kann, dass die intraindividuelle Variabilität auch bei wiederholten 
Messungen insbesondere für o.g. Patientengruppen und Parameter gering ist. MW und 
SD wurden auch für die Wiederholungsmessungen berechnet. Dabei zeigte sich, dass 




CF zu non-CF oder entgegengesetzt), woraus sich die ausgezeichnete Wiederholbar-
keit der ICM ableiten lässt. Um die Reproduzierbarkeit zu prüfen, wurde die in Kapitel 
3.4 beschriebene Definition angewendet. Dabei zeigte sich, dass diese in den meisten 
Fällen (81 %, d.h. 13 von 16 wiederholten Messungen) für ΔIsc Forsk/IBMX erfüllt wurde 
(Abbildung 4-4).  
 
Abbildung 4-4: Reproduzierbarkeit bei wiederholter ICM für ΔIsc Forsk/IBMX 
ΔIsc Forsk/IBMX bei wiederholter ICM nach 0, 1 und 2 Wochen bei 2 PI-CF, 3 PS-CF und 3 non-CF. MW 
± 1 SD. Schwarz=nach 0 Wochen, grau=nach 1 Woche, weiß=nach 2 Wochen. 
 
Zudem wurde für den Parameter ΔIsc Forsk/IBMX überprüft, ob die Differenzen zwi-
schen 2 Messungen innerhalb der Übereinstimmungsgrenzen in einem Bland-Altman-
Diagramm liegen. Das Bland-Altman-Diagramm zeigte, dass die Differenzen der Mes-
sungen des Parameters ΔIsc Forsk/IBMX mit 2 Ausnahmen in der non-CF Gruppe inner-









Abbildung 4-5: Reproduzierbarkeit bei wiederholter ICM: Bland-Altman-Diagramm 
Bland-Altman-Diagramm für den ICM-Parameter ΔIsc Forsk/IBMX und wiederholte Messungen. d ΔIsc 
Forsk/IBMX = Differenz zwischen den Mittelwerten zweier ICM-Messungen je Patient, konkret wurden 
dICM1-ICM2 und dICM1-ICM3 berechnet, MW ΔIsc Forsk/IBMX = Mittelwert zweier ICM-Messungen je Patient. 
Durchgezogene Linie: Mittelwert aller Differenzen (-2,6 µA/cm2), gestrichelte Linie MW ± 1SD aller Diffe-
renzen (3,5 µA/cm2; -8,6µA/cm2), diese werden als Übereinstimmungsgrenzen definiert. Schwarz=non-
CF, weiß=CF.  
 
Beide Ansätze zeigten die gute Reproduzierbarkeit der CFTR-Funktionsanalyse mittels 
ICM und heben damit die Nutzbarkeit des CFTR-Biomarkers ICM für die longitudinale 
Analyse von Modulator-Effekten hervor. Zudem lässt sich daraus schließen, dass die zu 
einem beliebigen Zeitpunkt erhobenen Ausgangswerte die tatsächliche CFTR-Funktion 
des Patienten widerspiegeln.  
Um die Reliabilität der ICM zu beurteilen, wurde im Sinne einer Test-Retest-Reliabili-
tätsprüfung die Korrelation der Messwerte von ICM1, ICM2 und ICM3 für den Parame-
ter ΔIsc Forsk/IBMX berechnet. Es zeigte sich dabei stets eine signifikante Korrelation 
(rICM1+2 = 0,686, rICM1+3=0,736, rICM2+3=0,570; p jeweils < 0,05), sodass auch die Reliabili-
tät der ICM als hoch eingestuft werden kann, und damit bereits bei Messungen zu ei-










Als Referenzgruppe dienten 38 Biopsien von 13 gesunden Kontrollpersonen. Diese 
wurden mit DMSO 0,1 % ohne CFTR-Modulator inkubiert. Es zeigten sich sowohl vor 
als auch nach Inkubation repräsentative Messkurven, wenngleich die absolute Antwort 
auf die Zugabe der Stimulantien nach Inkubation als Ausdruck einer ebenfalls guten Re-
produzierbarkeit bei wiederholter Untersuchung derselben Biopsie deutlich geringer 
ausfiel (siehe Abbildung 4-6). Die CFTR-Funktion an Tag 1 und Tag 2 wurde als ΔIsc 
Forsk/IBMX für alle Biopsien bestimmt, der Mittelwert dieser Gruppe wurde als 100 % 
CFTR-Funktion vor und nach Inkubation definiert. Der Mittelwert von ΔIsc Forsk/IBMX 
der 38 mit DMSO 0,1 % inkubierten Kontrollbiopsien entsprach dabei nahezu dem Mit-
telwert aller an Tag 1 untersuchten Biopsien der Kontrollgruppe (24,7 versus 25,8 
µA/cm2). Nach Inkubation lag der Mittelwert für ΔIsc Forsk/IBMX bei 8,6 µA/cm2 (Abbil-
dung 4-7).  
 
Abbildung 4-6: Originaltracing einer non-CF Biopsie nach Entnahme und nach Inkubation mit DMSO 0,1 
% über 16h 
X-Achse: Isc in µA, die Skala stellt Rohwerte dar. 1 Messeinheit = 11,3 µA/cm2. Y-Achse: Zeit, 1 Messein-























Abbildung 4-7: Reproduzierbarkeit der ICM einer Biopsie nach Entnahme und nach 16h Inkubation 
ΔIsc Forsk/IBMX am Biopsieentnahmetag (vor Inkubation) und nach 16h Inkubation in DMSO 0,1 % (nach 
Inkubation). Die Amplitude der Antworten fällt am 2. Tag geringer aus, eine CFTR-Funktion ist dennoch 
erkennbar. Durchgezogene Linie=MW vor Inkubation (25,8 µA/cm2), gestrichelte Linie: MW nach Inkuba-
tion (8,6 µA/cm2). 
Zur Vergleichbarkeit des ex vivo-Effektes der CFTR-Modulatoren und zum Ausschluss 
einer CFTR-Korrektur durch DMSO wurden 12 Biopsien von 8 PI-CF-Patienten (5 
F508del/F508del, 1 F508del/R553X, 1 F508del/R1162X, 1 L732X/L732X) mit DMSO 
0,1 % inkubiert. Darunter zeigte sich ein Anstieg der CFTR-Funktion von 2,0 ± 0,9 % 
auf 17,6 ± 6,5 %. Eine Verbesserung der CFTR-Funktion um 15,6 % wird daher als 
DMSO-Effekt angenommen. Der Anstieg der CFTR-Funktion nach Inkubation mit 
DMSO war zudem statistisch signifikant (p=0,027). 
4.2.2 Vertex-Modulatoren 
 
Zunächst sollte der ex vivo-Effekt des F508del-Korrektors Lumacaftor bestimmt werden. 
Dazu wurden 16 Biopsien von 11 F508del homozygoten Patienten mit Lumacaftor 10 
µM inkubiert. Darunter konnte ein Anstieg der CFTR-Funktion von einem Ausgangswert 
von 2,1 ± 1,5 % (Mittelwert ± Standardfehler) auf 25,9 ± 8,8 % beobachtet werden, der 
statistisch signifikant ist (p=0,011). Unter Bereinigung des DMSO-Effektes ergibt sich 




kubierten Biopsien von PI-CF-Patienten ist der Effekt von Lumacaftor 10 µM nicht signi-
fikant (p=0,719). Zur Überprüfung einer etwaigen dosisabhängigen Wirkung wurden 11 
Biopsien von 9 Patienten zudem mit einer höheren Lumacaftor-Konzentration (30 µM) 
inkubiert. Dies verbesserte die CFTR-Funktion statistisch signifikant (p=0,007) von ei-
nem Ausgangswert von 5,4 ± 2,3 % auf 29,9 ± 6,0 %. Nach Abzug des DMSO-Effektes 
bleibt eine Verbesserung der CFTR-Funktion um 10,9 %. Statistische Signifikanz ge-
genüber den mit DMSO 0,1 % inkubierten Biopsien von CF-Patienten wurde jedoch 
nicht erreicht (p=0,091). Die Wirkung von Lumacaftor auf Biopsien von F508del ho-
mozygoten Patienten ist in Abbildung 4-8 dargestellt. Auch die individuellen Antworten 
auf die Korrektortherapie wurden betrachtet (Abbildung 4-9). Unter der Lumacaftor-Kon-
zentration von 30 µM zeigten 82 % der untersuchten Biopsien eine Verbesserung der 
CFTR-Funktion. Ein Patient zeigte weder vor noch nach Inkubation eine CFTR-Funktion 
im Sinne einer fallenden Kurve nach Stimulation durch Forsk/IBMX (Patient Nr. 6). Bei 
einem Patienten (Nr. 8) verschlechterte sich die CFTR-Funktion von 9,3 % vor Inkuba-
tion auf 7 % nach Inkubation. 
 
Abbildung 4-8: Ex vivo-Effekt von Lumacaftor bei F508del homozygoten Patienten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit DMSO 0,1 % (n=12 Biopsien von 
8 PI-CF-Patienten), Lumacaftor 10 µM (n=16 Biopsien von 11 F508del homozygoten CF-Patienten) und 
Lumacaftor 30 µM (n=11 Biopsien von 9 F508del homozygoten CF-Patienten), Mittelwert + 1SEM, *=sta-
tistisch signifikanter Unterschied zum Ausgangswert vor Inkubation (p<0,05), ^=kein signifikanter Unter-





Abbildung 4-9: Ex vivo-Effekt von Lumacaftor 30 µM bei F508del homozygoten Patienten,  
individuelle Antworten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation mit Lumacaftor 30 µM (n=11 Biopsien von 9 
F508del homozygoten Patienten), Darstellung der individuellen Antworten: 1-2 Biopsien je Patient, bei 2 
Biopsien ist der Mittelwert + 1SEM dargestellt. Gestrichelte Linie: mittlere CFTR-Funktion in der Gruppe 
nach Inkubation (29,9 %). 
 
Unter der Vorstellung, die Wirkung der Korrektur des F508del-CFTR funktionell weiter 
zu verstärken, wurden weitere Biopsien mit der Kombination aus Lumacaftor und dem 
CFTR-Potentiator Ivacaftor inkubiert. 10 Biopsien von 6 Patienten wurden mit Lu-
macaftor und Ivacaftor je 10 µM inkubiert, 10 Biopsien von 7 Patienten mit Lumacaftor 
und Ivacaftor je 30 µM. Infolge der Inkubation mit der geringeren Konzentration der Mo-
dulatoren war eine nicht signifikante Verbesserung der CFTR-Funktion zu verzeichnen 
von 7,9 ± 5,0 % auf 21,3 ± 29,3 % (p=0,236, Abbildung 4-10). In der Einzelbetrachtung 
zeigten 50 % der Biopsien eine Verbesserung der CFTR-Funktion (Abbildung 4-11). 
Nach Abzug des DMSO-Effektes bleibt keine Verbesserung der CFTR-Funktion übrig, 
entsprechend war diese auch gegenüber der DMSO-Gruppe statistisch nicht signifikant 
(p=0,872). Entgegen der Erwartung war bei der höheren Konzentration der Modulatoren 
von 30 µM ein Abfall der CFTR-Funktion von initial 8,0 ± 4,8 % auf 4,2 ± 2,1 % zu be-
obachten (Abbildung 4-10). In der Einzelbetrachtung zeigte sich eine Verbesserung der 




Nr. 5, 6 und 7 zeigten jeweils vor Inkubation eine fallende Kurve als Ausdruck der gänz-
lich fehlenden CFTR-Funktion. Nach Inkubation mit Lumacaftor 10 µM und Ivacaftor 10 
µM stieg die CFTR-Funktion bei den Patienten 5 und 6 an, bei Patient 7 zeigte sich 
auch nach Inkubation keinerlei CFTR-Funktion. Nach Inkubation mit Lumacaftor und 
Ivacaftor in der Dosis von jeweils 30 µM zeigte keine Biopsie der 3 Patienten eine 
CFTR-Funktion. Für diese Beobachtung sind verschiedene Erklärungsansätze denkbar. 
Möglicherweise kommt es zu pharmakokinetischen Interaktionen zwischen den beiden 
Substanzen im Inkubationsmedium, oder es ist ein hepatischer Metabolismus involviert, 
der im ex vivo-Modell nicht abgebildet werden kann. Denkbar sind auch unterschiedli-
che Halbwertszeiten von Lumacaftor und Ivacaftor oder eine glockenförmige Dosis-Wir-
kungskurve von Ivacaftor, wobei 30 µM über der maximalen Wirkung liegt.  
 
Abbildung 4-10: Ex vivo-Effekt von Lumacaftor/Ivacaftor bei F508del homozygoten Patienten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit DMSO 0,1 % (n=12 Biopsien von 
8 PI-CF-Patienten), Lumacaftor + Ivacaftor 10 µM (n=10 Biopsen von 6 F508del homozygoten CF-Patien-
ten) und Lumacaftor + Ivacaftor 30 µM (n=10 Biopsien von 7 F508del homozygoten CF-Patienten), Mittel-












Abbildung 4-11: Ex vivo-Effekt von Lumacaftor 10 µM in Kombination mit Ivacaftor 10 µM bei F508del  
homozygoten Patienten, individuelle Antworten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation mit Lumacaftor + Ivacaftor 10 µM (n=10 Biop-
sien von 6 F508del homozygoten Patienten, Darstellung der individuellen Antworten: 1-2 Biopsien je Pa-
tient, bei 2 Biopsien ist der Mittelwert dargestellt. Gestrichelte Linie: mittlere CFTR-Funktion in der 





Abbildung 4-12: Ex vivo-Effekt von Lumacaftor 30 µM in Kombination mit Ivacaftor 30 µM bei F508del  
homozygoten Patienten, individuelle Antworten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation mit Lumacaftor + Ivacaftor 30 µM (n=10 Biop-
sien von 7 F508del homozygoten Patienten, Darstellung der individuellen Antworten: 1-2 Biopsien je Pa-
tient, bei 2 Biopsien ist der Mittelwert dargestellt. Gestrichelte Linie: mittlere CFTR-Funktion in der 




Die Wirksamkeit von Lumacaftor wurde auch in einer Gruppe von 4 PI-CF-Patienten un-
tersucht, die heterozygot für F508del waren (zweite Mutation: R553X, R1162X, 
W1282X und G551D). Die durchschnittliche CFTR-Funktion stieg in dieser Gruppe nach 
Inkubation mit Lumacaftor 10 µM statistisch signifikant von 7,5 ± 3,4 % auf 35,3 ± 16,2 
% an (p=0,035). Nach Bereinigung des DMSO-Effektes verbleibt eine mittlere Verbes-
serung der CFTR-Funktion von 12,2 %, welche sich gegenüber der DMSO-Gruppe als 
statistisch nicht signifikant erwies (p=0,351). Dabei konnte allerdings bei 3 der 4 unter-
suchten Patienten eine Verbesserung der CFTR-Funktion beobachtet werden, die bei 
dem F508del/G551D-Patienten sogar das Ausmaß von gesunden Kontrollpersonen er-
reichte und sich auch statistisch signifikant gegenüber der PI-CF DMSO-Gruppe zeigte 







Abbildung 4-13: Ex vivo-Effekt von Lumacaftor bei F508del heterozygoten Patienten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit Lumacaftor 10 µM (n=8 Biopsien 
von 4 F508del heterozygoten CF-Patienten, Genotyp siehe X-Achse), Darstellung der individuellen Ant-
worten, jeweils Mittelwert + 1SEM. Im Vergleich dazu mittlere CFTR-Funktion vor und nach Inkubation 
über 16h mit DMSO 0,1 % (n=12 Biopsien von 8 PI-CF-Patienten). ^=statistisch signifikanter Unterschied 
zu DMSO 0,1 % nach Inkubation (p<0,05). 
 
Ferner wurden Rektumschleimhautbiopsien von CF-Patienten mit einer Klasse IV- oder 
V-Mutation untersucht, um den Effekt von Ivacaftor auf diese Mutationen zu bestimmen. 
Dazu wurden 9 Biopsien von 6 Patienten mit Ivacaftor 30 µM inkubiert. Unter Ivacaftor 
30 µM zeigten die Biopsien von Patienten, die die Mutation R347P auf einem Allel tru-
gen, eine Verbesserung der CFTR-Funktion. Biopsien von Patienten mit den Mutatio-
nen 3849+10kbC->T, A455E, 2789+5G->A oder L206W zeigten dagegen keine Verbes-
serung der CFTR-Funktion unter ex vivo-Ivacaftor-Therapie. (Abbildung 4-14) Es fiel 
auf, dass die Biopsien des Patienten mit der Mutation L206W eine sehr hohe CFTR-
Funktion aufwiesen, welche jeweils nach Inkubation sank, möglicherweise aufgrund der 
geringen Stabilität des veränderten CFTR-Proteins.  







Abbildung 4-14: Ex vivo-Effekt von Ivacaftor bei CF-Patienten mit einer Klasse IV/V-Mutation 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit Ivacaftor 30 µM (n=9 Biopsien von 
6 PS-CF-Patienten, Genotyp siehe X-Achse), Darstellung der individuellen Antworten: 1-2 Biopsien je Pa-
tient, bei 2 Biopsien ist der Mittelwert + 1SEM dargestellt.  
 
4.2.3 Ataluren und Kombination Ataluren/Lumacaftor 
 
Es sollte außerdem die ex vivo-Wirksamkeit des Korrektors Ataluren auf CF-Patienten 
mit einer Klasse I-Mutation bestimmt werden. Dazu wurden Rektumschleimhautbiopsien 
von 3 Patienten mit einer Nonsens-Mutation auf einem Allel (Genotyp: F508del/R553X, 
F508del/R1162X, F508del/W1282X) sowie einem L732X homozygoten Patienten unter-
sucht. Die Biopsien wurden mit Ataluren 10 µM inkubiert, darunter zeigte sich bei den 
heterozygoten Patienten eine nicht signifikante Verbesserung der CFTR-Funktion von 
9,2 ± 4,4 % auf 18,6 ± 8,1 % (p=0,465), welche gegenüber der DMSO-Gruppe statis-
tisch ebenfalls nicht signifikant war (p= 1,000) (Abbildung 4-15). Die individuelle Wir-
kung fiel jedoch sehr unterschiedlich aus, es zeigte sich ein non-responder sowie 2 Pa-
tienten mit uneindeutigen Ergebnissen. Die Biopsien des L732X homozygten Patienten 





Schließlich wurde bei allen 4 Patienten mit einer Nonsens-Mutation eine Kombinations-
therapie mit Ataluren und Lumacaftor je 10 µM untersucht, um einen möglichen additi-
ven Effekt verschiedener Korrektoren zu evaluieren (Abbildung 4-17). Unser ex vivo-
Modell zeigte dabei einen responder sowie einen non-responder auf die Kombinations-
therapie aus Ataluren und Lumacaftor. Die Biopsien des dritten heterozygoten Patienten 
waren nicht auswertbar. Die Biopsien des L732X homozygoten Patienten zeigten keine 
eindeutige Reaktion, im Mittel aber eine Verbesserung der CFTR-Funktion. Hier wird 
die Bedeutung einer Evaluation von Modulatoreffekten auf Patientenebene deutlich. Die 
Inkubation je einer Biopsie der Patienten mit Klasse I-Mutation mit Gentamicin 400 
µg/ml zeigte keine Erhöhung der rektalen CFTR-Funktion (Abbildung 4-15).  
 
 
Abbildung 4-15: Ex vivo-Effekt von Ataluren und Gentamicin bei PI-CF-Patienten mit mindestens einer 
Klasse I-Mutation 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit DMSO 0,1 % (n=12 Biopsien von 
8 PI-CF-Patienten), Ataluren 10 µM (n=8 Biopsien von 4 PI-CF-Patienten, Genotyp: F508del/R553X, 
F508del/R1162X, F508del/W1282X, L732X/L732X) und Gentamicin (n=4 Biopsien vom identischen Pa-






Abbildung 4-16: Ex vivo-Effekt von Ataluren bei PI-CF-Patienten mit mindestens einer Klasse I-Mutation 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit Ataluren 10 µM (n=8 Biopsien von 




Abbildung 4-17: Ex vivo-Effekt von Ataluren in Kombination mit Lumacaftor bei PI-CF-Patienten mit min-
destens einer Klasse I-Mutation 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit Ataluren + Lumacaftor 10 µM (n=6 
Biopsien von 3 PI-CF-Patienten, Genotyp siehe X-Achse), Darstellung der individuellen Antworten, je-






Wir untersuchten den ex vivo-Effekt von Hylout4 bei Klasse IV- und V-Mutationen. Dazu 
wurden 13 Biopsien von 6 Patienten mit einer Klasse IV- oder V-Mutation mit 100 µM 
Hylout4 inkubiert. Darunter verbesserte sich die mittlere CFTR-Funktion in dieser 
Gruppe mit sehr unterschiedlichen Genotypen von 23,2 ± 7,9 % auf 64,8 ± 20,7 % 
(p=0,06). Nach Korrektur des DMSO-Effektes verbleibt eine mittlere Verbesserung der 
CFTR-Funktion von 26,0 %. In der Einzelbetrachtung imponiert eine Verbesserung der 
CFTR-Funktion bei 8 der 13 Biopsien, bzw. im Mittel bei 5 der 6 untersuchten Patienten. 
Dabei war die 2. Mutation nur in 3 der 6 Fälle F508del, sodass gefolgert werden kann, 
dass Hylout4 tatsächlich auch bei anderen Mutationen als F508del eine CFTR-Funkti-
onsverbesserung hervorruft. Die CFTR-Funktion vor und nach Inkukabtion mit Hylout4 
ist in Abbildung 4-18 dargestellt. 
 
Abbildung 4-18: Ex vivo-Effekt von Hylout4 bei CF-Patienten mit mindestens einer Klasse IV-/V-Mutation 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation mit Hylout4 100 µM (n=13 Biopsien von 6 PS-
CF-Patienten, Genotyp siehe X-Achse), Darstellung der individuellen Antworten: 1-4 Biopsien je Patient, 
bei 2-4 Biopsien ist der Mittelwert + 1SEM dargestellt. Gestrichelte Linie: mittlere CFTR-Funktion in der 








Um die Wirksamkeit der experimentellen Korrektoren EPIX4, EPIX5 und EPIX6 zu eva-
luieren, wurden Biopsien von 6 F508del homozygoten Patienten untersucht. 10 Biop-
sien wurden mit EPIX4 10 µM, 7 mit EPIX5 10 µM und 8 mit EPIX6 10 µM inkubiert. 
Nach 16-stündiger Inkubation mit EPIX4 verbesserte sich die CFTR-Funktion im Ver-
hältnis zu gesunden Kontrollen von 11,0 ± 6,1 % auf 19,4 ± 4,4 % statistisch nicht signi-
fikant (p=0,093), nach Abzug des DMSO-Effektes verbleibt keine Verbesserung der 
CFTR-Funktion (entsprechend p=0,381 gegenüber der PI-CF DMSO-Gruppe). In der 
Einzelbetrachtung zeigten dabei lediglich 2 Biopsien vom gleichen Patienten keine Ver-
besserung der CFTR-Funktion. Durch Inkubation mit EPIX5 verbesserte sich die ex 
vivo-CFTR-Funktion statistisch signifikant von 4,9 ± 1,4 % auf 19,8 ± 6,0 % (p=0,043), 
allerdings nicht signifikant gegenüber der PI-CF DMSO-Gruppe (p=0,592). Die Einzel-
betrachtung zeigt bei zwei Biopsien von unterschiedlichen Patienten keine Verbesse-
rung der CFTR-Funktion. Die Verbesserung der CFTR-Funktion fiel durch Inkubation 
mit EPIX6 ähnlich aus, von 2,6 ± 1,3 % auf 18,3 ± 7,2 % und ebenfalls statistisch signifi-
kant (p=0,0423). Nach Abzug des DMSO-Effektes verbleibt jedoch keine Verbesserung 
der CFTR-Funktion (p=0,917 gegenüber DMSO). In der Einzelbetrachtung zeigten sich 
2 responder, 1 non-responder und 2 Patienten mit uneindeutigen Ergebnissen. Bei ei-
nem dieser Patienten hatten sowohl EPIX4 als auch EPIX5 keine Besserung der CFTR-
Funktion erzielt. Biopsien des 6. Patienten waren nicht auswertbar. Die Effekte der 





Abbildung 4-19: Ex vivo-Effekt von EPIX4, EPIX5 und EPIX6 bei F508del homozygoten Patienten 
CFTR-Funktion vor (grau) und nach (schwarz) Inkubation über 16h mit DMSO 0,1 % (n=12 Biopsien von 
8 PI-CF-Patienten), EPIX4 10 µM (n=10 Biopsien von 6 F508del homozygoten CF-Patienten), EPIX5 10 
µM (n=7 Biopsien von 5 F508del homozygoten Patienten) und EPIX6 10 µM (n=9 Biopsien von 5 F508del 
homozygoten CF-Patienten), Mittelwert + 1SEM, *=statistisch signifikanter Unterschied zum Ausgangs-









CF ist eine lebensverkürzende Multiorganerkrankung, die durch Mutationen im CFTR-
Gen verursacht wird. Durch verschiedene Mutationen und den daraus resultierenden 
Beeinträchtigungen der Proteinbiosynthese des Genproduktes entsteht eine große He-
terogenität der CFTR-Funktion und schließlich auch des Verlaufs der Erkrankung. 
 
Mit zunehmendem Verständnis der Pathophysiologie der Erkrankung wurden verschie-
dene Biomarker zur Quantifizierung des Basisdefektes entwickelt. Der Schweißtest 
wurde zum Goldstandard der Diagnostik. Später wurde die NPD zur Untersuchung der 
CFTR-Funktion im respiratorischen Gewebe entwickelt. Als gut zugängliches und geeig-
netes Gewebe zur CFTR-Funktionsanalyse zeigte sich auch das intestinale Gewebe, 
als ex vivo-Methode wurde die ICM etabliert. Sowohl NPD als auch ICM wurden stetig 
weiterentwickelt, die Protokolle wurden standardisiert. Beide Methoden fanden zunächst 
Eingang in Diagnosealgorithmen, wenn Schweißtest und genetische Untersuchung 
keine klare Zuordnung zu CF oder non-CF erlaubten. Später wurden Schweißtest und 
NPD auch in klinischen Studien zur Bestimmung der Wirksamkeit von CFTR-Modulato-
ren eingesetzt (Sermet-Gaudelus et al. 20101, Ramsey et al. 2011, Clancy et al. 2012, 
Davies et al. 20132). 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die detaillierte Untersuchung der ICM nach der ECFS 
ICM SOP zur Eignung der Evaluation von CFTR-Modulatoren. 
 
5.1 ICM als CFTR-Biomarker 
 
Zunächst wurde die intraindividuelle Variabilität der ICM anhand der Untersuchung 
mehrerer Biopsate eines Patienten zu einem Zeitpunkt untersucht. Diese zeigte sich für 
die basalen Gewebekonditionen Rt basal und PD basal sowie den Parameter zur Evalu-
ation der CFTR-Funktion ΔIsc Forsk/IBMX insbesondere in der Patientengruppe recht 
gering, sodass auch bei einer geringen Anzahl untersuchter Biopsien eines Patienten 
eine Aussage bezüglich der CFTR-Funktion getroffen werden kann. Dann wurde die 
Reproduzierbarkeit der ICM durch wiederholte Messungen nach 0, 7 und 14 Tagen an 
jeweils frisch entnommenen Biopsien untersucht. Wir definierten, dass der Mittelwert al-




ersten Messung liegen sollte. Unter Anwendung dieser Definition konnte für den Para-
meter ΔIsc Forsk/IBMX eine sehr gute Reproduzierbarkeit gezeigt werden. Daraus lässt 
sich auch ein Maß für die Therapieresponsivität bei Einsatz der ICM in klinischen Stu-
dien ableiten. Abweichungen von mehr als 1 SD unter Modulatortherapie können folg-
lich als Therapieeffekt angenommen werden. Diese Annahme resultiert jedoch allein 
aus den Daten zur Reproduzierbarkeit der Methode, eine Aussage zur erforderlichen 
Änderung der CFTR-Funktion mittels ICM für ein verbessertes klinisches Outcome ist 
daraus nicht ableitbar. Die klinische Relevanz der ICM für die orale Therapie mit CFTR-
Modulatoren wurde bereits mehrfach demonstriert (Graeber et al. 2015, Graeber et al. 
2018, Pinders-Keßler, bisher nicht veröffentlicht). In der Zusammenschau ergibt sich, 
dass die ICM ein robuster Biomarker mit einer insbesondere in der Patientengruppe ge-
ringen Variabilität sowie einer guten Reproduzierbarkeit und Therapieresponsivität ist. 
Entsprechend erfüllt die ICM alle Voraussetzungen für den Einsatz in klinischen Studien 
zur Evaluation von CFTR-Modulatoren. Dabei zeichnet sich die ICM insbesondere 
dadurch aus, dass sie in allen Altersgruppen anwendbar ist und Kontraindikationen sel-
ten vorliegen (Hämorrhoiden und Blutungsneigung). Die Rektumschleimhaut weist eine 
hohe CFTR-Expression auf, außerdem gibt es einen raschen Zellumsatz. Daher ist zu 
erwarten, dass die Wirkung von CFTR-Modulatoren im rektalen Gewebe besonders 
schnell zu beobachten ist, insbesondere vor Eintreten klinisch messbarer Effekte. Zu-
dem ist die Rektumschleimhaut wenig von der chronischen Inflammation betroffen, so-
dass auch bei fortgeschrittener Lungenerkrankung die individuelle Wirksamkeit der Mo-
dulatoren auf Zellebene nachweisbar sein dürfte. Aufgrund des relativ hohen Zeitauf-
wands für eine Messung sowie des erforderlichen Trainings für die Durchführung eignet 
sich die Methode jedoch eher für den Einsatz in frühen Studienphasen mit einer gerin-
geren Patientenzahl.  
 
5.2 Ex vivo-Effekt von CFTR-Modulatoren 
 
5.2.1 Definition der CFTR-Funktion 
 
In einem nächsten Schritt wurde die ex vivo-Wirksamkeit von zum Zeitpunkt der Mes-
sungen 2011 bis 2013 in klinischen Studien untersuchten sowie experimentellen CFTR-




die Reproduzierbarkeit der Messung einer Biopsie nach Entnahme sowie nach 16 Stun-
den betrachtet. Untersuchungen an Biopsien einer non-CF Kontrollgruppe zeigten nach 
16-stündiger Inkubation mit DMSO 0,1 % eine persistierende Stimulierbarkeit der 
CFTR-Aktivität, wenngleich das absolute Niveau des registrierten Kurzschlussstroms 
deutlich geringer ausfiel. Als Parameter der CFTR-Funktion wurde ΔIsc Forsk/IBMX fest-
gelegt. Wir definierten den MW der non-CF Biopsien jeweils vor und nach Inkubation 
mit DMSO 0,1 % als 100% CFTR-Funktion. Zur Evaluation des ex vivo-Effektes von 
CFTR-Modulatoren wurden Biopsien von PI-CF und PS-CF-Patienten mit verschiede-
nen CFTR-Modulatoren in DMSO gelöst über 16 Stunden in unterschiedlichen Konzen-
trationen inkubiert. Vor und nach Inkubation wurde eine ICM nach der ECFS ICM SOP 
durchgeführt. Um eine Verbesserung der CFTR-Funktion allein durch DMSO 0,1 % aus-
zuschließen, wurden auch Biopsien der PI-CF-Patienten mit DMSO 0,1 % inkubiert. Da-
runter zeigte sich eine signifikante Verbesserung der CFTR-Funktion um 15,6 %. 
DMSO wirkt in höheren Konzentrationen als Chaperon und verbessert die Proteinrei-
fung von F508del-CFTR (Kirk und Dawson 2003, S. 190). Entsprechend wurde für die 
CFTR-Modulatoren jeweils geprüft, ob nach Inkubation eine statistisch signifikante Ver-
besserung der CFTR-Funktion einerseits gegenüber der Ausgangsfunktion (vor Inkuba-
tion), andererseits aber auch gegenüber den mit DMSO 0,1 % inkubierten Biopsien er-
reicht wurde.  
 
5.2.2 CFTR-Modulation bei F508del homozygoten Patienten 
 
Biopsien von F508del homozygoten Patienten erfuhren unter Lumacaftor eine gegen-
über dem Ausgangswert signifikante dosisabhängige Verbesserung der CFTR-Funk-
tion. Abzüglich des ermittelten DMSO-Effektes stieg die CFTR-Funktion unter Lu-
macaftor 30 µM um 10,9 % an. Allerdings war der Unterschied der CFTR-Funktion ge-
genüber den mit DMSO 0,1 % inkubierten Biopsien statistisch nicht signifikant. In der 
Phase II-Studie zur Monotherapie mit Lumacaftor bei F508del homozygoten Patienten 
konnte keine Verbesserung der Lungenfunktion gemessen an der FEV1 erzielt werden 
(Flume et al. 2012). Daher ist davon auszugehen, dass dieses Ausmaß der CFTR-
Funktionsverbesserung tatsächlich nicht ausreichend für eine klinische Besserung ist. 
Die Funktionseinschränkung von F508del-CFTR beruht auf verschiedenen Mechanis-
men, neben der fehlerhaften Proteinfaltung mit frühzeitigem proteasomalem Abbau 




beiden letztgenannten Eigenschaften werden durch Lumacaftor allein unzureichend be-
einflusst. (Bell et al. 2020) 
 
Unter Inkubation mit den F508del-Korrektoren von EPIX Pharmaceuticals, für die keine 
klinischen Daten vorliegen, konnte keine Verbesserung der CFTR-Funktion über den 
DMSO-Effekt hinaus erreicht werden. 
 
Unter Kombination von Lumacaftor und Ivacaftor konnte in klinischen Studien eine Ver-
besserung der Lungenfunktion um etwa 3 % bei F508del homozygoten Patienten ge-
zeigt werden (Wainwright et al. 2015). Die Kombinationstherapie aus Lumacaftor und 
Ivacaftor in dieser Patientengruppe zeigte in unserem ex vivo-Modell bei einer Konzen-
tration von je 10 µM jedoch eine nicht signifikante Verbesserung der CFTR-Funktion, 
die zudem sowohl unterhalb der Verbesserung der CFTR-Funktion durch Lumacaftor 10 
µM allein als auch unterhalb des beobachteten Vehikel-Effektes durch DMSO 0,1 % 
blieb. Bei Dosissteigerung auf je 30 µM war sogar ein Abfall der CFTR-Funktion zu be-
obachten. Dies bestätigt die mehrfach beschriebene Beobachtung, dass eine längere 
Exposition mit Ivacaftor in höheren Dosierungen die funktionelle Korrektur von F508del 
CFTR durch Lumacaftor inhibiert (Cholon et al. 2014, Veit et al. 2014). In vivo führt die 
hohe Proteinbindung von Ivacaftor insbesondere an Albumin zu niedrigeren Plasma-
spiegeln und verhindert somit möglicherweise die Inhibition der Korrektur durch Lu-
macaftor (Matthes et al. 2016). Eine Proteinbindung von Ivacaftor findet in unserem ex 
vivo-Modell durch Inkubation in einem Medium ohne Proteine nicht statt, sodass tat-
sächlich zu hohe Konzentrationen von Ivacaftor vorliegen konnten und so der Effekt von 
Lumacaftor inhibiert wurde. Daraus ergibt sich einerseits, dass die ICM als ex vivo-Mo-
dell intrazelluläre Prozesse und Interaktionen sehr repräsentativ abbilden kann. Ande-
rerseits wird jedoch deutlich, dass die pharmakokinetischen Eigenschaften der CFTR-
Modulatoren mit einbezogen werden müssen, um adäquate Konzentrationen einzuset-
zen, die auch die in vivo-Situation widerspiegeln. Konkret sollten für die Kombinations-
therapie aus Lumacaftor und Ivacaftor bei F508del homozygoten Patienten also Kon-
zentrationen von 30 µM (Lumacaftor) und 1-5 µM (Ivacaftor) untersucht werden. Eine 
solche Versuchsreihe wäre erforderlich, um eindeutig zu zeigen, dass die Kombination 





5.2.3 CFTR-Modulation bei F508del heterozygoten Patienten 
  
Auch bei F508del heterozygoten Patienten zeigte Lumacaftor in unserem ex vivo-Mo-
dell eine gegenüber dem DMSO-Effekt nicht statistisch signifikante Verbesserung der 
CFTR-Funktion. Allein die Biopsien von einem Patienten mit dem Genotyp 
F508del/G551D zeigten gegenüber dem DMSO-Effekt eine signifikante Verbesserung 
der CFTR-Funktion bis auf das Level von gesunden Kontrollen. (Anmerkung: Die Muta-
tion G551D wurde bei diesem Patienten erst im Rahmen einer erneuten genetischen 
Untersuchung nach Zulassung von Ivacaftor und Teilnahme an dieser Studie identifi-
ziert.) Anhand dieser Daten zeigt sich, dass eine individuelle präklinische Evaluation 
von CFTR-Modulatoren immens wichtig sein kann, um respondern eine wirksame The-
rapie möglicherweise im Sinne eines Off-Label-Use zugänglich zu machen. Lumacaftor 
ist für die Therapie von F508del heterozygoten Patienten weder als Monotherapie noch 
in Kombination mit Ivacaftor zugelassen (Vertex Pharmaceuticals Incorporated 2015), 
da in klinischen Studien keine Verbesserung der FEV1 gezeigt werden konnte (Rowe et 
al. 20172). Entsprechend spiegelt das ex vivo-Modell auch in dieser Patientengruppe 
die klinische Situation adäquat wider. 
 
5.2.4 CFTR-Modulation bei Klasse IV- und V-Mutationen 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch der ex vivo-Effekt von Ivacaftor bei CF-Patienten 
mit verschiedenen Klasse IV- und V-Mutationen untersucht. Dabei zeigte sich nur bei 
Patienten mit der Mutation R347P eine Verbesserung der CFTR-Funktion. Allerdings ist 
Ivacaftor für die Therapie bei Patienten mit der Mutation R347P nicht zugelassen, da in 
der in vitro-Analyse keine Verbesserung der CFTR-Funktion von mindestens 10 % er-
reicht wurde (van Goor et al. 2014). In den in dieser Arbeit dargestellten Untersuchun-
gen zeigten 3 der 4 Biopsien mit R347P auf einem Allel eine Verbesserung der CFTR-
Funktion, für alle 4 Biopsien ergab sich eine mittlere Verbesserung von 22,1 %. Dabei 
fiel insbesondere auf, dass die Biopsien mit R347P auf einem Allel analog zu in vitro-
Untersuchungen (van Goor et al. 2014) keine oder nur eine minimale CFTR-Restfunk-
tion aufwiesen. Denkbar wäre, dass die Diskrepanz bezüglich der Wirksamkeit von 
Ivacaftor auf R347P-CFTR zwischen den hier erhobenen ex vivo-Daten und den be-
kannten in vitro-Daten auf individuelle Unterschiede beispielsweise durch modifizie-




Auf die Mutationen 3849+10kbC->T, 2789+5G->A, A455E und L206W schien Ivacaftor 
ex vivo nicht potenzierend zu wirken. Für diese Mutationen wurde Ivacaftor allerdings 
aufgrund klinischer Daten zur Therapie zugelassen (Vertex Pharmaceuticals Incorpo-
rated 2012). Bei Patienten mit der Splicing-Mutation 3849+10kbC->T konnte in der klini-
schen Studie unter Einschluss von 40 Patienten eine Verbesserung der Lungenfunktion 
gemessen an der FEV1 um durchschnittlich 5,1 % ermittelt werden, dabei zeigten sich 
jedoch große individuelle Unterschiede mit einer Streubreite von -6,8 bis 16,2 %. Die 
Verbesserung der CFTR-Funktion in der Schweißdrüse fiel nur moderat aus (-4,6 %), 
wobei sich mit Veränderungen von -80,5 bis 23,0 mmol/l auch hier deutliche individuelle 
Unterschiede zeigen (Vertex Pharmaceuticals Incorporated 2012). Entsprechend ist es 
durchaus denkbar, dass unser ex vivo-Modell hier die sehr variable Responsivität der 
3849+10kbC->T Patienten auf Ivacaftor demonstriert und die Teilnehmenden unserer 
Studie als non-responder angesehen werden müssen. Für die Mutation 2789+5G->A 
ergab die klinische Studie bezüglich der Lungenfunktion gemessen an der FEV1 ein 
ähnliches Bild, unter Ivacaftor zeigte sich eine mittlere Verbesserung um 5,1 % mit einer 
Streuung von -7,1 bis 17,0 %. Eine Verminderung des durchschnittlichen Schweißchlo-
rids konnte in der klinischen Studie nicht ermittelt werden, individuell war eine geringe 
Verminderung von bis zu 7,5 mmol/l erkennbar (Vertex Pharmaceuticals Incorporated 
2012). Entsprechend lassen sich die Messergebnisse auch hier in Einklang mit den kli-
nischen Daten bringen. Es kann gefolgert werden, dass unser Studienteilnehmender mit 
der Mutation 2789+5G->A zur Gruppe der non-responder gehört. Für 24 Patienten mit 
der Mutation A455E liegen Daten aus einer klinischen Studie vor mit einer insgesamt 
sehr variablen Wirkung von Ivacaftor. Die Veränderung der Lungenfunktion reichte von -
6,6 bis 19,7 %, die Veränderung im Schweißtest reichte von -16,8 bis 16,0 mmol/l, im 
Mittel kam es sogar zu einem Anstieg des Schweißchlorids um 7,5 mmol/l (Vertex Phar-
maceuticals Incorporated 2012). Auch McGarry et al. (2017) beobachteten einen An-
stieg des Schweißchlorids bei Patienten mit der Mutation A455E. An HNE-Zellen konnte 
die Gruppe ebenda in vitro nur einen sehr geringen Anstieg der CFTR-Funktion zeigen. 
FRT-Zellen zeigten im Gegensatz zu den klinischen Daten in vitro unter Ivacaftor einen 
signifikanten Anstieg des Chloridtransports (van Goor et al. 2014). Damit widersprechen 
die Ergebnisse der klinischen Studie den im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten 
nicht, wenngleich bloß eine Biopsie von einem A455E-Patienten mit Ivacaftor inkubiert 
wurde. Auch die Mutation L206W konnte nur anhand eines Patienten untersucht wer-




beide eine moderate Verbesserung der Lungenfunktion um durchschnittlich 4,2 %, im 
Schweißtest zeigte ein Patient einen Abfall um 8,3 mmol/l, der andere Patient hingegen 
zeigte einen Anstieg um 16 mmol/l (Vertex Pharmaceuticals Incorporated 2012). Auch 
diese Daten deuten auf eine große individuelle Variabilität hinsichtlich der Wirksamkeit 
von Ivacaftor hin. Entsprechend können unsere Daten dahingehend interpretiert wer-
den, dass es sich bei dem Patienten um einen non-responder handelt. Die hier erhobe-
nen Daten in Kombination mit den vorliegenden klinischen Falldaten demonstrieren die 
große Bedeutung einer präklinischen Evaluationsmöglichkeit von CFTR-Modulatoren an 
nativem humanem Gewebe und damit die erweiterten Möglichkeiten gegenüber einer in 
vitro-Untersuchung an definierten Zellreihen. 
 
Hylout4, ein Hyaluronsäure-Analogon, zeigte in einer Studie eine Verbesserung der 
Funktion von F508del-CFTR, wobei eine Wirkung als Potentiator vermutet wurde (No-
wakowska et al. 2012). Wir untersuchten die Wirksamkeit von Hylout4 auf die CFTR-
Funktion einer Gruppe von CF-Patienten mit einer Klasse IV- oder V-Mutation, wobei 
nur 50 % der untersuchten Patienten F508del auf einem Allel trugen. Hylout4 bewirkte 
in unserem ex vivo-Modell eine durchschnittliche Verbesserung der CFTR-Funktion in 
dieser Gruppe um 26 % korrigiert um den DMSO-Effekt. Von den in unserer Arbeits-
gruppe untersuchten CFTR-Modulatoren bewirkte Hylout4 damit die größte Verbesse-
rung der CFTR-Funktion. Aufgrund fehlender klinischer Daten kann jedoch aktuell keine 
Aussage über die Relevanz einer solchen präklinischen Verbesserung der CFTR-Funk-
tion getroffen werden. Es wird dennoch deutlich, dass mittels ICM eine Untersuchung 
bereits bekannter CFTR-Modulatoren für weitere CFTR-Mutationen möglich ist und 
sinnvoll sein kann.  
 
5.2.5 CFTR-Korrektion bei Klasse I-Mutationen 
 
Zur Therapie der CF-Patienten mit mindestens einer Klasse I-Mutation wurde der 
CFTR-Korrektor Ataluren entwickelt (Welch et al. 2007). Dieser wurde auch in klini-
schen Studien bis Phase III untersucht (Kerem et al. 2014, Konstan et al. 2020). Auf-
grund nicht erreichter Endpunkte wurde die Arbeit an Ataluren jedoch schließlich been-
det (PTC Therapeutics 2017). Wir untersuchten die Wirksamkeit von Ataluren ex vivo 
auf die CFTR-Funktion der Rektumschleimhaut. Dabei zeigte sich eine nur geringe, 




Trotz geringer Patientenzahl (n=4 mit je 2 Biopsien) spiegeln unsere Daten die Ergeb-
nisse der klinischen Studien wider. Eine mögliche dosisabhängige Wirksamkeit wurde in 
unserem ex vivo-Modell aufgrund der geringen Anzahl verfügbarer Patienten mit einem 
entsprechenden Genotyp nicht untersucht. Ein additiver Effekt von Lumacaftor und Ata-
luren konnte bei den Biopsien der beiden Patienten mit dem Genotyp F508del/Klasse I-
Mutation entgegen theoretischer Überlegungen nicht gezeigt werden. Daten aus klini-
schen Studien als Referenz existieren nicht. Die geringe Fallzahl ermöglicht an dieser 
Stelle kein repräsentatives Ergebnis. Mögliche Ursachen für den ausbleibenden additi-
ven Effekt der zwei CFTR-Korrektoren könnten Interaktionen der beiden Substanzen im 
Inkubationsmedium oder eine gegenseitige intrazelluläre Wirkungsabschwächung sein.  
Entgegen vorliegenden Daten (Wilschanski et al. 2003, Clancy et al. (2001)) konnte 
durch Gentamicin keine Verbesserung der rektalen CFTR-Funktion erreicht werden. Ein 
möglicher Erklärungsansatz dazu könnte eine Bindung von Gentamicin an im Medium 
zirkulierende Darmbakterien sein, sodass nicht mehr ausreichend Wirkstoff für die 
CFTR-Modulation zur Verfügung stand.  
 
5.3 Nutzen der ICM zur Entwicklung von CFTR-Modulatoren 
 
5.3.1 Erforderliche CFTR-Funktion für einen klinischen Nutzen 
 
Bei der präklinischen Untersuchung von CFTR-Modulatoren besteht stets die Schwie-
rigkeit, dass das erforderliche Maß an CFTR-Funktion für eine klinische Besserung un-
klar ist (Becq et al. 2011). Sousa et al. (2012) gehen davon aus, dass bei 10 % CFTR-
Funktion in der ICM im Vergleich zu gesunden Kontrollen mit einer besseren Prognose 
bzw. einem atypischen Verlauf gerechnet werden kann, bei 30 % einer normalen ICM-
CFTR-Funktion wird eine Vermeidung von CF-Symptomen postuliert. In unserer Patien-
tenkohorte wies die Gruppe der PS-CF-Patienten stellvertretend für einen milderen Er-
krankungsverlauf eine ICM-CFTR-Funktion von etwa 20 % im Vergleich zu gesunden 
Kontrollen auf (Pinders-Keßler, bisher nicht veröffentlicht). Eine Verbesserung der 
CFTR-Funktion dieses Ausmaßes konnte nur in wenigen Fällen durch die in unserer Ar-
beitsgruppe untersuchten CFTR-Modulatoren erreicht werden. Beide Biopsien eines 
Patienten mit dem Genotyp F508del/G551D verbesserten sich unter ex vivo-Therapie 
mit Lumacaftor 10 µM auf 100%, während die übrigen Biopsien von Patienten mit der 




(korrigiert um den Vehikel-Effekt) erfuhren. Bei Patienten mit Klasse IV- und V-Mutatio-
nen konnte durch Hylout4 eine CFTR-Funktionsverbesserung von 26 % (bereits um den 
Vehikel-Effekt korrigiert) beobachtet werden. Aufgrund der bereits hohen Restfunktion 
in dieser Gruppe war dieser Anstieg jedoch statistisch nicht signifikant. Durch Luma-
caftor 30 µM konnte bei F508del homozygoten Patienten eine statistisch nicht signifi-
kante Verbesserung der CFTR-Funktion um 10,9 % (korrigiert um den Vehikel-Effekt) 
erreicht werden. Die Wirksamkeit von Lumacaftor in dieser Patientengruppe wurde auch 
in klinischen Studien untersucht, dabei konnte der Endpunkt einer Verbesserung der 
Lungenfunktion nicht erreicht werden (Clancy et al. 2012). Daraus könnte möglichweise 
abgeleitet werden, dass eine Verbesserung der CFTR-Funktion um 10,9 % nicht ausrei-
chend für einen klinischen Nutzen ist. Zur Beantwortung der essentiellen Frage, wie viel 
ex vivo-CFTR-Funktion für ein verbessertes Outcome erforderlich ist, sind weitere Un-
tersuchungen mit CFTR-Modulatoren notwendig, für die bereits ein klinischer Nutzen 
gezeigt werden konnte. Von Interesse ist dabei nicht nur der Anstieg der FEV1 während 
der Zulassungsstudien, sondern insbesondere Langzeitdaten zur Entwicklung der Lun-
genfunktion, pulmonalen Exazerbationen und Überlebenszeit. Bisher liegen dazu sehr 
wenige Daten vor. Es konnte jedoch eine deutliche Verlangsamung des Abfalls der Lun-
genfunktion für Ivacaftor gezeigt werden (Sawicki et al. 2015, Konstan et al. 2017). Aus 
den Daten der klinischen Studien sowie Patientenregistern wurden Simulationen für mit 
Lumacaftor/Ivacaftor behandelte Patienten erstellt, die einen deutlichen Anstieg der Le-
benserwartung von bis zu 23 Jahren voraussagen (Rubin et al. 2019). 
 
5.3.2 Klinische Bewertung der Wirksamkeit von CFTR-Modulatoren 
 
In der Zukunft werden verschiedene Modulatoren für die häufigsten Mutationen zur Ver-
fügung stehen, für einige Mutationen wird es sogar mehr als einen Modulator geben 
(Cystic Fibrosis Foundation 2019). Dabei zeigen klinische Studien wiederholt, dass es 
große Unterschiede hinsichtlich der individuellen Responsivität für CFTR-Modulatoren 
gibt (Wainwright et al. 2015, Taylor-Cousar et al. 2017). Als Ursache werden insbeson-
dere CFTR modifizierende Gene diskutiert, deren Existenz zwar angenommen wird, de-
ren Charakterisierung und Sequenzierung jedoch noch am Anfang stehen (Cutting 
2015). Folglich liegen dazu bisher keine Daten vor, die eine Vorhersage der individuel-
len Wirksamkeit eines CFTR-Modulators ermöglichen. Der Effekt kann erst nach Thera-




klinischen Outcome-Parametern (De Boeck et al. 2013). Als Surrogatparameter wurde 
die FEV1 folglich als Endpunkt in klinischen Studien genutzt (Ramsey et al. 2011, Da-
vies et al. 20132, Wainwright et al. 2015, Taylor-Cousar et al. 2017, Middleton et al. 
2019). Für die FEV1 wird ein ausreichender Zusammenhang mit dem Langzeitüberle-
ben angenommen (De Boeck et al. 2013). Allerdings zeigt sich dieser Parameter mög-
licherweise für kurzzeitige Therapieeffekte nicht sensitiv genug. Die FEV1 zeigte in den 
Phase III-Studien zu Ivacaftor und Lumacaftor eine signifikante Verbesserung unter 
CFTR-Modulatortherapie (Wainwright et al. 2015, Taylor-Cousar et al. 2017). Dennoch 
wird die Eignung dieses Surrogatparameters als Endpunkt in klinischen Studien aus 
verschiedenen Gründen diskutiert. So kennzeichnet ein Abfall der FEV1 oftmals eine 
bereits fortgeschrittene Destruktion des Lungengewebes, die auch unter Korrektur des 
Basisdefektes nicht zu beeinflussen wäre. Daraus ergibt sich, dass die Wirksamkeit von 
CFTR-Modulatoren bei Studienteilnehmenden mit sehr guter oder sehr eingeschränkter 
Lungenfunktion eher unterschätzt wird (De Boeck und Davies 2017). Langzeitwirkungen 
wie ein langsamerer Abfall der FEV1 können wiederum nicht in klinischen Studien be-
rücksichtigt werden (De Boeck und Davies 2017). So wurden weitere Lungenfunktions-
prüfungen wie der Lung Clearance Index (LCI) in klinischen Studien als zusätzliche 
Endpunkte eingesetzt, um eine Verbesserung der Lungenfunktion zu demonstrieren 
(Ratjen et al. 2017, Davies et al. 20131).  
 
Bisher ist die FEV1 der einzige durch die FDA akzeptierte Surrogatparameter zur De-
monstration der Wirksamkeit einer Therapie der CF (U.S. Food & Drug Administration 
2020). Es gibt viele wissenschaftliche Bestrebungen zur Implementation weiterer Surro-
gatparameter (De Boeck et al. 2013). Dabei stehen insbesondere die CFTR-Biomarker 
Schweißtest, NPD und ICM im Fokus. Zur Etablierung als Surrogatparameter müssen 
ausreichende Daten zu Variabilität, Reproduzierbarkeit und Therapieresponsivität vor-
liegen. Die Therapieresponsivität der ICM wurde seit Zulassung des ersten CFTR-Mo-
dulators Ivacaftor bereits mehrfach untersucht (Scheinert et al. 2013, Graeber et al. 
2015, Graeber et al. 2018). Daten zur Variabilität und Reproduzierbarkeit der ICM nach 
der ECFS ICM SOP wurden im Rahmen dieser Arbeit erhoben und dargestellt. Um die 
Transformation der ICM in einen Surrogatparameter voranzutreiben, sind weitere Unter-
suchungen dieser Art erforderlich. Unabhängig von der Akzeptanz der FDA könnte die 
ICM in frühen Phase II-Studien zur kurzfristigen Bestimmung der Wirksamkeit eines 





5.3.3 Präklinische Evaluation von CFTR-Modulatoren 
 
Die präklinische Evaluation von potentiellen CFTR-Modulatoren nach dem HTS erfolgt 
zumeist an HBE-Zellen. Wenngleich ihr Nutzen außerordentlich groß ist, so ist die Ma-
terialgewinnung äußerst aufwendig und die Kulturbedingungen sind sehr speziell. Ent-
sprechend sind die Einsatzmöglichkeiten der HBE-Zellen sehr eingeschränkt. Zudem 
steht nur Material von einer sehr geringen Anzahl an Patienten zur Verfügung (Beek-
man et al. 2014). Modifizierende Gene könnten also die Ergebnisse beeinflussen. Ent-
sprechend besteht ein großes Interesse daran, auch andere Zellen von CF-Patienten zu 
kultivieren, etwa aus Nasenepithel. Außerdem werden pluripotente Stammzellen aus 
Blut- oder Hautzellen genutzt, um Atemwegsepithelien zu generieren (Clancy et al. 
2019). 
Ein weiteres in vitro-Modell wurde im Jahr 2013 entwickelt. Intestinale Organoide wer-
den aus den Krypten der Rektumschleimhaut gewonnen. Diese formen eine dreidimen-
sionale Struktur mit einer Epithelschicht und einem zentralen Lumen. Die CFTR-Funk-
tion wird indirekt mittels Forskolin-induziertem Anschwellen (Forskoline induced 
swelling, FIS) bestimmt: Unter cAMP-vermittelter CFTR-Stimulation strömen Chlorid-Io-
nen und sekundär Wasser in das Lumen, wodurch sich der Durchmesser der Organoide 
vergrößert (Dekkers et al. 2013). Neben der Bestimmung der individuellen CFTR-Funk-
tion lassen sich auch CFTR-Modulatoren mittels Organoiden in vitro analysieren (Dek-
kers et al. 2016). Ein Vorteil von Organoiden ist, dass die Rektumschleimhaut wesent-
lich besser zugänglich ist als etwa das Bronchialepithel für HBE-Zellkulturen. Rektum-
schleimhautbiopsien können nach erfolgter ICM zur Herstellung von entsprechenden 
Organoiden verwendet werden (Beekman 2016). So können CFTR-Modulatoren auch 
bei seltenen Mutationen untersucht werden. Außerdem besteht die Möglichkeit des Bio-
bankings von Organoiden, um nach einmaliger Probenentnahme wiederholte Untersu-
chungen mit verschiedenen CFTR-Modulatoren vornehmen zu können. Die Methode ist 
bisher jedoch nur in wenigen Zentren verfügbar, sodass der Aufbau einer Biobank noch 
am Anfang steht. Die Kultivierung der Organoide dauert nach der Probengewinnung 
etwa 4 Wochen. Dementsprechend lassen sich in vivo-Effekte einer Modulatortherapie 
mit Organoiden nicht erfassen, genauso wenig eine additive Wirkung zur bestehenden 
Therapie. Basierend auf kultivierten Zellen bleibt die Übertragbarkeit auf in vivo-Bedin-




der CFTR-Genotyp und die Antworten auf eine in vitro-Modulatortherapie über viele Mo-
nate konstant bleiben. (Beekman 2016)  
Die ICM kann in der präklinischen Evaluation von CFTR-Modulatoren einen wichtigen 
Beitrag leisten. Wie im Rahmen dieser Arbeit dargestellt werden konnte, können Effekte 
von CFTR-Korrektoren ex vivo mittels ICM quantifiziert werden. So kann die Wirksam-
keit von CFTR-Modulatoren an nativem Gewebe bei unterschiedlichsten Genotypen 
analysiert werden. Vielversprechende Substanzen könnten so vorselektiert werden, be-
vor die klinische Überprüfung vorangetrieben wird. Im Anschluss an die ICM könnten 
die Gewebeproben zu Organoiden kultiviert werden, um ggf. die Wirksamkeit neuerer 
Modulatoren zu überprüfen.  
Auch vor Therapiebeginn mit einem CFTR-Modulator kann die ICM dabei helfen, im 
Sinne einer Stratifizierung der Therapie die geeignete Substanz auszuwählen. So könn-
ten mittels ICM non-responder bei variablem klinischem Ansprechen auf eine Modula-
tortherapie identifiziert werden. Voraussetzung für dieses Vorgehen sind weitere Unter-
suchungen, die belegen, dass ein Nicht-Ansprechen ex vivo in der ICM auch einem kli-
nischen Nicht-Ansprechen auf eine Modulatortherapie entspricht.  
Es ist davon auszugehen, dass für manche Mutationen wie F508del in Zukunft mehrere 
Korrektoren zur Verfügung stehen werden. Entsprechend stellt die Auswahl des indivi-
duell wirksamsten Modulators den behandelnden Arzt vor ein großes Problem. Mittels 
ICM kann unmittelbar am nativen Gewebe die Wirksamkeit verschiedener Modulatoren 
verglichen werden. Die Ergebnisse können so direkt in die Therapieentscheidung ein-
fließen. Auch bei Patienten mit sehr seltenen Mutationen könnte mittels ICM ex vivo ein 
mögliches Ansprechen auf vorhandene CFTR-Modulatoren überprüft werden. 
Etwa die Hälfte aller CF-Patienten weist 2 verschiedene Mutationen auf. Diese Patien-
ten werden vermutlich von Kombinationstherapien profitieren, die beide Mutationen an-
sprechen (De Boeck und Davies 2017). Die Umsetzung eines entsprechenden Stu-
diendesigns dürfte sich allerdings schwierig gestalten, insbesondere, wenn die in Frage 
kommenden CFTR-Modulatoren von verschiedenen Herstellern stammen. Mittels ICM 
können Korrektorkombinationen für jeden Genotyp individuell ex vivo untersucht wer-
den, um so eine für den einzelnen Patienten geeignete Therapie im Sinne der persona-
lisierten Medizin auszumachen. Dabei ist erneut hervorzuheben, dass die Methode auf-
grund ihrer geringen Kontraindikationen prinzipiell für nahezu alle CF-Patienten geeig-
net ist und im Gegensatz zur NPD auch bei Säuglingen problemlos durchgeführt wer-





5.3.4 Mögliche Studiendesigns zur Untersuchung von CFTR-Modulatoren 
 
Bevor ein CFTR-Modulator durch die FDA bzw. die EMA zur Therapie der CF zugelas-
sen werden kann, muss die Wirksamkeit in klinischen Studien demonstriert werden. Die 
Wahl eines geeigneten Studiendesigns ist hier essentiell. Dazu muss eine ausreichend 
große Patientenkohorte rekrutiert werden. Es besteht zunächst wie bei allen seltenen 
Erkrankungen die Herausforderung, dass weltweit nur eine begrenzte Anzahl an Pro-
banden zur Verfügung steht. Entsprechend muss ein hoher Anteil des gesamten Patien-
tenkollektivs an einer Studie teilnehmen. Die Patientenrekrutierung für die Ivacaftor- und 
Lumacaftor-Studien gestaltete sich noch sehr einfach, da der neue Therapieansatz 
Hoffnung und Euphorie auslöste (VanDevanter et al. 2017). Zudem wurden die CFTR-
Modulatoren während der Studienteilnahme zusätzlich zur Basistherapie eingenommen, 
sodass auf keinen Bestandteil der Basistherapie verzichtet werden musste und den Pa-
tienten durch die Teilnahme folglich kein Nachteil entstand. Nach der Zulassung der 
ersten CFTR-Modulatoren begannen immer mehr Patienten eine darauf basierende 
Dauertherapie. Für weitere klinische Studien mit neuen CFTR-Modulatoren resultiert die 
Schwierigkeit, dass die meisten Patienten bei guter Wirksamkeit der Modulatortherapie 
nicht bereit sind, diese für den Zeitraum einer Studienteilnahme zu pausieren (Lom-
matzsch und Taylor-Cousar 2019). Insbesondere für die Teilnahme an randomisierten 
placebokontrollierten Studien (RCT) ist die Bereitschaft eher gering (VanDevanter et al. 
2017). Eine Alternative zu RCT stellt die aktive Vergleichsstudie dar, allerdings wird bei 
diesem Studiendesign bereits zur alleinigen Demonstration einer Nicht-Unterlegenheit 
eine wesentlich größere Probandenzahl benötigt (VanDevanter und Mayer-Hamblett 
2017). Immer weniger Patienten weisen außerdem eine Lungenfunktion in dem übli-
cherweise für Studien definierten Bereich auf, mit höherer FEV1 muss jedoch wiederum 
eine größere Verbesserung in Studien gezeigt werden, um eine statistische Signifikanz 
zu erreichen (Stanojevic und Ratjen 2016). Eine ausreichend hohe Teilnehmerzahl zu 
erreichen wird auch dadurch zunehmend schwieriger, dass viele Studien parallel durch-
geführt werden. Diesem Problem lässt sich nur damit begegnen, indem Studiendesigns 
mit einer kurzen Dauer angewendet werden. Dazu wiederum müssen Endpunkte fest-
gelegt werden, die schnell auf eine Therapie ansprechen. Biomarker könnten hier ver-




Variabilität insbesondere der CFTR-Funktion bei CF-Patienten und gute Reproduzier-
barkeit konnten im Rahmen dieser Arbeit veranschaulicht werden. Die gute und rasche 
Therapieresponsivität wurde bereits mehrfach demonstriert (Graeber et al 2015, 
Graeber et al 2018, Pinders-Keßler, bisher nicht veröffentlicht). Ein weiterer Vorteil der 
ICM ist, dass aufgrund des raschen Zellumsatzes der Rektumschleimhaut keine langen 
Washout-Perioden eingehalten werden müssen. Aufgrund des relativen Zeitaufwandes 
der ICM und der Verfügbarkeit an wenigen Zentren eignet sich die ICM insbesondere in 
frühen Studienphasen (Phase II), um so die Wirksamkeit eines CFTR-Modulators zu 
zeigen. 
Eine weitere Herausforderung in der Entwicklung von CFTR-Modulatoren für alle CF-
Patienten stellt die große Anzahl möglicher Genotypen dar. Schätzungsweise existieren 
mehr als 1200 Mutationen, die nur 5 Patienten oder weniger weltweit tragen. Dieser 
Tatbestand hatte zur Folge, dass die FDA in vitro-Daten von FRT- und HBE-Zellen als 
Zulassungsgrundlage für seltene Mutationen akzeptierte (Durmowicz et al. 2018). Prob-
lematisch ist jedoch, dass bereits für Lumacaftor und Ivacaftor große Unterschiede in 
der Therapieresponsivität in vitro und in vivo beobachtet werden konnten (Matthes et al. 
2018, Boyle et al. 2014, Hanrahan et al. 2017). Hier bietet die ICM als ex vivo-Untersu-
chung möglicherweise eine sinnvolle Ergänzung. Für seltene Mutationen stellen Einzel-
fallstudien einen praktikablen Ansatz dar, dabei dient jeder Patient gleichzeitig als Pro-
band und Kontrolle. Voraussetzung ist ein schnell ansprechender Outcome-Parameter. 
(McGarry et al. 2017) An dieser Stelle könnte dann die ICM angewendet werden.  
Um den Einsatz der ICM in klinischen Studien zu etablieren, sind jedoch weitere Daten 
erforderlich, die eine Korrelation zwischen der (kurzfristigen) Verbesserung der CFTR-
Funktion und dem (Langzeit-) Outcome der Patienten gemessen an der Lungenfunk-





5.4 Vorteile und Limitierungen der Studie 
Es wurde eine akzeptable Anzahl gesunder Probanden als Kontrollgruppe eingeschlos-
sen. Die mittlere CFTR-Funktion der inkubierten Biopsien entsprach dabei der mittleren 
CFTR-Funktion aller Biopsien der Kohorte. Allerdings ist aufgrund der deutlichen interin-
dividuellen Variabilität der CFTR-Funktion und der vielen Schweißtestergebnisse im 
Graubereich von 30-59 mmol/l nicht auszuschließen, dass auch heterozygote Träger 
einer CFTR-Mutation in diese Gruppe eingeschlossen wurden. Bei diesen nimmt man je 
nach Mutation einen CFTR-Funktionsverlust von bis zu 50% an. Entsprechend könnte 
dann der errechnete Effekt der CFTR-Modulatoren zu hoch kalkuliert sein. 
Auch in der Gruppe der F508del homozygoten Patienten wurde eine akzeptable Anzahl 
an Probanden und Biopsien eingeschlossen. In einigen Patientengruppen (etwa mit 
Klasse I- oder Klasse IV/V-Mutation) konnte dagegen eine nur sehr kleine Patientenzahl 
mit wenigen Biopsien untersucht werden. Die Ursache liegt darin, dass diese Mutatio-
nen eher selten auftreten. Da die Patienten lediglich aus dem lokalen CF-Zentrum re-
krutiert wurden, standen entsprechend wenige Probanden zur Verfügung. Von diesen 
wenigen Probanden konnten nicht immer alle Untersuchungsergebnisse in die finale 
Auswertung einfließen, da die Biopsien insbesondere von CF-Patienten mitunter im 
Sinne eines zu geringen Gewebewiderstandes keine ausreichende Qualität aufwiesen. 
Unser Studienprotokoll sah die Entnahme von Saugbiopsien vor. Alternativ könnten 
Zangenbiopsien entnommen werden, die in der Regel etwas größer ausfallen. Dazu ist 
allerdings eine retrograde Darmreinigung sowie eine Kooperation mit einer Abteilung für 
Gastroenterologie erforderlich, welche die Logistik der Probenentnahme häufig er-
schwert. Zangenbiopsien weisen tendenziell einen etwas größeren Gewebewiderstand 
auf (Clancy et al. 2013), sodass die Anzahl der auswertbaren Messungen gesteigert 
werden könnte.  
Bei der Inkubation der Rektumschleimhautbiopsien mit CFTR-Modulatoren wurde eine 
Inkubationsdauer von 16 Stunden gewählt, da die Biopsien für insgesamt ca. 24 Stun-
den vital bleiben. Die Inkubation der Biopsien der Kontrollgruppe zeigte eine bereits 
nachlassende, aber noch reproduzierbare Stimulierbarkeit des Gewebes nach Inkuba-
tion. Der Korrektor-Effekt erreicht aufgrund der erforderlichen Proteinbiosynthese je-
doch erst nach etwa 24 Stunden sein volles Ausmaß, sodass dieses mithilfe der Me-




Durch die Untersuchung verschiedener Korrektoren in unterschiedlichen Konzentratio-
nen konnte die Wirksamkeit von Korrektoren dennoch recht differenziert gezeigt wer-
den, die Ergebnisse spiegeln weitestgehend die erzielten Effekte in klinischen Studien 
wider. Ivacaftor wurde als einziger Potentiator untersucht. Die Monotherapie wurde nur 
bei einer kleinen Anzahl von Biopsien mit einer Klasse IV- oder V-Mutation betrachtet. 
Daher kann noch keine abschließende Aussage über die Möglichkeit der ex vivo-Evalu-
ation von CFTR-Potentiatoren mittels ICM getroffen werden. In der Kombinationsthera-
pie mit Lumacaftor wurden vermutlich zu hohe Konzentrationen von Ivacaftor genutzt, 
sodass anhand unserer Ergebnisse aktuell auch keine Aussage über die Evaluations-
möglichkeit von Kombinationen aus Korrektoren und Potentiatoren mittels ICM getroffen 
werden kann. Dazu sind weitere Untersuchungen erforderlich. Gleiches gilt, um die Eig-
nung der ICM zur Evaluation von Amplifiern zu beurteilen.  
Um die Eignung der ICM für den Einsatz in klinischen Studien sowie die präklinische 
Untersuchung der individuellen Modulatorwirksamkeit bestimmen zu können, sind wei-
tere Daten erforderlich, die den klinischen Langzeiteffekt sowie die ex vivo-Wirkung indi-







Die ICM ist eine sehr sensitive Methode, um eine CFTR-Restfunktion zu detektieren. 
Aufgrund der ausgezeichneten diskriminativen Validität zur Unterscheidung von CF und 
non-CF fand die Methode insbesondere bei schwieriger Diagnosestellung Eingang in 
den Diagnosealgorithmus der internationalen Fachgesellschaften (Farrell et al. 2017). 
Auch die direkte Korrelation zwischen der intestinalen CFTR-Funktion und dem CF-Ge-
notyp sowie -Phänotyp konnte bereits gezeigt werden (Hirtz et al. 2004). Daraus leitet 
sich ab, dass mittels ICM eine klinisch bedeutsame Verbesserung der CFTR-Funktion 
durch Modulatoren gezeigt werden kann. Bisher wurde die ICM im Gegensatz zu den 
anderen CFTR-Biomarkern Schweißtest und NPD jedoch nicht als Endpunkt in klini-
schen Studien untersucht. Ein Grund dafür kann die unzureichende Datenlage bezüg-
lich Variabilität und Reproduzierbarkeit sein. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine repräsentative Gruppe von CF-Patien-
ten (n = 36) und gesunden Kontrollprobanden (n = 14) mit einer überzeugenden Ge-
samtmenge an Rektumschleimhautbiopsien untersucht (n = 431), um die geringe intra-
individuelle Variabilität insbesondere bei CF-Patienten und die hohe Reproduzierbarkeit 
der ICM nach der ECFS ICM SOP zu demonstrieren. Daraus folgt, dass die ICM als Bi-
omarker geeignet ist, um die CFTR-Funktion im Rahmen klinischer Studien nachzuver-
folgen und so die Wirksamkeit von CFTR-Modulatoren aufzuzeigen. Weitere Untersu-
chungen sind erforderlich, um eine Korrelation zwischen der Wirkung auf die intestinale 
CFTR-Funktion und dem klinischen Outcome nachzuweisen, welche an etablierten Sur-
rogatparametern und dem Langzeitüberleben gemessen werden. 
 
Obwohl bereits mehrfach experimentelle CFTR-Modulatoren mittels ICM untersucht 
wurden (Roth et al. 2011, Derichs et al. 2011), fand die Methode bisher keine Anwen-
dung in einem präklinischen Stadium. Stattdessen kamen bisher andere Modelle wie 
Zellkulturen aus FRT- und HBE-Zellen sowie Organoide mit unterschiedlichen Mutatio-
nen zum Einsatz, um den Medikamenteneffekt präklinisch zu untersuchen. Die Über-
tragbarkeit der Ergebnisse von Zellkulturen auf natives humanes Gewebe bleibt jedoch 
immer in letzten Zügen fraglich. Die ICM dagegen wird an nativem humanem Gewebe 
durchgeführt. Die Rektumschleimhautbiopsien werden direkt von CF-Patienten entnom-




Outcome widerspiegeln. Außerdem können mittels ICM relativ einfach mehrere Patien-
ten mit der gleichen Mutation betrachtet werden. Auf diese Weise könnte das Phäno-
men möglicher responder und non-responder bereits in einem frühen Stadium der Medi-
kamentenentwicklung erkannt werden. Zudem können auch Rektumschleimhautbiop-
sien von Patienten mit unterschiedlichen Mutationen ohne großen Mehraufwand unter-
sucht werden, wodurch die ICM als Methode zur Entwicklung einer mutationsspezifi-
schen bzw. personalisierten CF-Therapie dienen kann. 
Ein Nachteil der ICM besteht darin, dass die Zellen nicht kultiviert werden und entspre-
chend sofort untersucht werden müssen. Die Methode ist jedoch sehr sicher. Kontrain-
dikation bestehen lediglich in Hämorrhoiden und Blutungsstörungen, welche nur selten 
vorliegen. Entsprechend sind die meisten CF-Patienten für eine ICM geeignet, insbe-
sondere Altersbeschränkungen bestehen nicht.  
Im Rahmen dieser Studie wurde zunächst eine angemessene Anzahl gesunder Kontrol-
len untersucht, um Referenzwerte für die CFTR-Funktion vor und nach Inkubation zu 
erheben. Zudem wurden Patienten mit verschiedenen CFTR-Mutationen passend zu 
den untersuchten CFTR-Modulatoren eingeschlossen. In der Gruppe der F508del ho-
mozygoten Patienten wurde eine repräsentative Anzahl an Patienten und Biopsien er-
reicht. Die Gruppe der Patienten mit einer Klasse I-Mutation war verhältnismäßig klein, 
dennoch scheinen die Ergebnisse der ex vivo-Untersuchungen die der in vivo-Behand-
lung zu reflektieren. Schlussendlich wurde die Entwicklung von Ataluren abgebrochen, 
weil die Endpunkte in den klinischen Studien nicht erreicht wurden. In der Gruppe der 
Patienten mit einer Klasse IV- oder V-Mutation ist es sehr schwierig, eine ausreichende 
Patientenzahl zu erreichen, da diese Mutationen allesamt selten auftreten. Dennoch 
könnte die ICM hilfreich sein, um weitere Mutationsträger als mögliche Zielgruppen für 
CFTR-Modulatoren zu identifizieren.  
In dem in dieser Arbeit genutzten ex vivo-Modell verbesserte keiner der untersuchten 
CFTR-Modulatoren die intestinale CFTR-Funktion statistisch signifikant. Zur Untersu-
chung der Kombination aus Lumacaftor und Ivacaftor bei F508del homozygoten Patien-
ten, die in der klinischen Studie eine geringe, jedoch signifikante Verbesserung der Lun-
genfunktion erreichte, wurde allerdings vermutlich eine zu hohe Ivacaftor-Dosis genutzt, 
die Lumacaftor inhibierte. Lumacaftor allein verbesserte die CFTR-Funktion um 10,9 %. 
Deshalb kann angenommen werden, dass die für einen klinischen Nutzen erforderliche 




Um die Frage zu beantworten, wie viel Verbesserung der intestinalen CFTR-Funktion 
für einen klinischen Vorteil notwendig ist, sind weitere Untersuchungen erforderlich, die 
ex vivo-Effekte von CFTR-Modulatoren und klinisches Outcome vergleichen.  
 
Die ICM ist eine nützliche Methode, um die Wirksamkeit eines CFTR-Modulators in der 
präklinischen Phase vorherzusagen. Da natives Gewebe von CF-Patienten als Untersu-
chungsmaterial verwendet wird, könnten responder- und non-responder bereits präkli-
nisch identifiziert werden. Auf diese Weise könnte die ICM als wichtige Methode der in-
dividualisierten Medizin dienen. Natürlich sind weitere Untersuchungen zur Korrelation 
von präklinischem ex vivo-Effekt und in vivo-Medikamentenwirkung erforderlich, um 
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